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AVANTPROPOS 
 

Au sein de l’équipe où j’ai effectué mon travail de thèse, nous nous intéressons à une 

pathologie  nommée l’Holoprosencéphalie  (HPE).  Cette  pathologie  implique  une  anomalie 

qui se met en place au cours du développement embryonnaire précoce du cerveau antérieur 

qui est  lié  à un défaut de  formation de  la  ligne médiane. Aujourd’hui il est clair que des 

déficiences de la voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) conduisent à l’apparition d’un 

phénotype HPE. Dans une moindre mesure, d’autres voies de signalisation ont été 

impliquées dans cette pathologie, telles que les voies Nodal ou Fgf. 

 

L’équipe Génétique des Pathologies Liées au Développement s’appuie sur un centre 

de  référence pour cette pathologie qui a permis  le  recrutement d’une cohorte regroupant 

des individus atteints, au niveau national et international. Au cours de ma thèse au sein de 

l’équipe, j’ai contribué aux  études  de  génomique  moléculaire  réalisées  par  hybridation 

comparative du génome (CGHarray) sur la cohorte ainsi qu’au regroupement des données 

collectées par l’équipe pour réaliser une base de données dédiée. Ces travaux ont permis à 

l’équipe de générer un profil de corrélation entre le phénotype et le génotype des patients 

HPE.  

Dans l’introduction, j’exposerai le contexte dans lequel  l’HPE se met en place. Pour 

cela je résumerai de façon générale les différentes phases du développement cérébral chez 

les vertébrés. Dans un deuxième temps, je définirai l’HPE, puis je me concentrerai sur la voie 

de signalisation moléculaire Notch qui a récemment été impliquée par l’équipe dans cette 

pathologie  (Dupé et al., 2011). 

 

Lorsque j’ai débuté ma thèse,  le  rôle de  la voie Notch au cours du développement 

précoce du cerveau antérieur n’avait pas été décrit. Il était alors difficile d’aborder le rôle de 

la voie Notch à des stades très précoces du développement à l’aide de souris transgéniques 

puisque la perte de fonction Notch s’accompagne d’une létalité très précoce des embryons. 

 Afin d’observer les effets de l’inactivation de la voie Notch sur la régionalisation du cerveau 

nous avons choisi d’utiliser le modèle d’embryon de poulet. J’ai mis en place  l’inactivation 

chimique au cours du développement du cerveau antérieur chez le poulet.    
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Ce modèle m’a permis d’aborder  le rôle de  la voie Notch dans  la mise en place du cerveau 

antérieur chez les vertébrés par analyse transcriptomique et analyse de patron d’expression 

de gènes. 

  

Les principaux  résultats décrits dans ce manuscrit démontrent  l’existence d’un rôle 

précoce de la voie Notch au cours du développement du plancher du cerveau antérieur chez 

l’embryon de poulet. En particulier, mes résultats précisent le rôle de cette voie au cours de 

la neurogenèse au sein de l’hypothalamus. Grâce à ces travaux de nouvelles cibles de la voie 

Notch  ont  été  identifiées  puis  caractérisées  au  cours  du  développement  embryonnaire 

précoce. 
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INTRODUCTION 

Développement précoce du cerveau antérieur chez les 
vertébrés 
 

Au cours du développement embryonnaire,  la mise en place de  la  ligne médiane du 

cerveau antérieur survient après l’induction neurale, la mise en place de l’axe antéro

postérieur et la spécification des structures du cerveau antérieur. Cependant, ces différents 

processus  se  chevauchent  dans  le  temps  et  impliquent  souvent  les  mêmes  acteurs.  Je 

résume donc ici les premiers stades de développement du cerveau antérieur afin de fournir 

une vision globale de ces différents processus 

 

 L’induction du cerveau antérieur débute au cours de la gastrulation et  est 

étroitement liée à la spécification de l’identité neurale de l’ectoderme embryonnaire. Quels 

sont  les mécanismes  du  développement  qui  conduisent  à  la mise  en  place  du  cerveau 

antérieur ?  

 

1. L’induction neurale 

 
Après  la  fécondation,  une  active multiplication mitotique  aboutit  à  un  ensemble 

cellulaire à faible niveau d’organisation. Cela correspond à la phase de segmentation. Elle est 

suivie  de  la  prégastrulation  où  se  forme  le  disque  embryonnaire  didermique.  Un 

dédoublement  de  la masse  cellulaire  interne  se  met en place pour former l’épiblaste et 

l’hypoblaste chez l’embryon de poulet (la structure équivalente de l’endoderme  viscéral 

antérieur  (EVA)  de la souris et de l’Homme).  Puis  la  gastrulation  va  conditionner 

l’organisation interne de l’individu selon des  axes corporels caractéristiques de l’espèce 

considérée. A partir de l’épiblaste, les trois feuillets embryonnaires principaux vont se 

développer : l’ectoderme, le mésoderme et l’endoderme. L’ectoderme va se modifier pour 

donner le neurectoderme et l’épiderme. Le mésoderme est à l’origine des organes comme le 
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Figure 1. La ligne primitive.  

A. Vue dorsale. La flèche rouge indique la direction de migration des cellules de l’épiblaste 

qui induiront plus tard le processus notochordal. Ant : antérieur ; D : droite ; Dor : dorsal ; G : 
gauche ; Post : postérieur ; Ven : ventral (D’après www.embryology.ch). B. Vue transversale  
au  niveau  du  sillon  primitif  lors  de  la  gastrulation.  Les  flèches  noires  indiquent  les 
mouvements d’invagination des cellules épiblastiques de l’ectoderme primitif pour former les 

3 feuillets embryonnaires. Le neurectoderme est différencié au niveau antérieur du nœud de 

Hensen ce qui constituera plus tard la plaque neurale (D’après (Dias and Partington, 2004). 
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cœur ou les muscles ainsi que des éléments du squelette. L’endoderme permettra le 

développement des appareils digestif et respiratoire. 

 Il  existe  chez  les  vertébrés  des  centres  organisateurs du  cerveau  antérieur  qui  se 

trouvent en dehors du système nerveux en développement. Ces organisateurs non neuraux 

agissent  avant  et  au  cours  de  la  gastrulation  pour induire l’identité neurale et l’identité 

antéropostérieure. Par  la suite,  ils vont  induire  les centres organisateurs au sein même du 

cerveau  antérieur.  Ces  organisateurs  non  neuraux  comprennent  l’endoderme viscéral 

antérieur et le nœud de Hensen.  Ils  vont  générer  au  cours  de  la  gastrulation,  la  ligne 

primitive de l’embryon puis la plaque préchordale et la notochorde.  

1.1. Apparition de la ligne primitive 

 
Au cours de  la gastrulation, c’est un épaississement du sillon médian dans la partie 

caudale de l’embryon qui permet l’apparition de la ligne primitive. Cette structure va 

s’allonger pour donner naissance, à son extrémité craniale, au nœud de Hensen grâce à une 

multiplication des cellules de l’épiblaste. La ligne primitive définit les principaux axes 

corporels à savoir l’axe rostrocaudal, l’axe médiolatéral, l’axe gauchedroite et le futur axe 

dorsoventral (Figure 1A). Le nœud de Hensen correspond à la limite antérieure de la ligne 

primitive. Ensuite la migration des cellules de l’épiblaste vers la ligne primitive va fournir les 

trois  feuillets  embryonnaires  primordiaux :  ectoderme, mésoderme  et  endoderme  (Figure 

1B).  

 

C’est tout d’abord la signalisation Nodal (Figure 2) qui va intervenir précocement au 

niveau de l’épiblaste pour permettre la mise en place de l’hypoblaste antérieur ou EVA 

(Mesnard  et  al.,  2006).  Une  absence  de  signalisation  Nodal  provoque  un  arrêt  de  la 

gastrulation par défaut de formation de la ligne primitive chez l’embryon de souris (Conlon 

et  al.,  1994). Par  la  suite,  ce  sont  des molécules  antagonistes de  la  voie Nodal  (LEFTY  et 

CERBERUS) qui vont être exprimées par la partie antérieure de l’hypoblaste et vont  inhiber 

l’action de Nodal  présent  au  niveau  de  la  ligne  primitive.  Elles  sont  nécessaires  à 

l’établissement de l’identité neurale antérieure  puisque qu’en leur absence, des lignes 

primitives ectopiques vont se développer empêchant l’induction de la tête (PereaGomez et 

al., 2002). A ce stade, un équilibre entre le ligand Nodal et ses antagonistes est requis pour le 

développement  ultérieur  correct  du  cerveau.  Ceci  a  été  illustré  par  des  modèles
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Figure 2. Voies de signalisations Nodal et BMP et leur antagonisme. 

A. La voie de signalisation Nodal. Le  ligand Nodal active des récepteurs Activine de 
type I et II à activité sérine/thréonine kinase via l’interaction avec le corécepteur TDGF1. 
Cette  liaison provoque une cascade de signalisation des  facteurs de transcription SMAD2/3 
qui  pourront  interagir  avec  SMAD4.  Lors  de  sa  translocation  dans  le  noyau  le  complexe 
s’associe à d’autres facteurs de transcription tel FOXH1 pour réguler l’expression de gènes 

cibles. B. La voie de signalisation BMP. Les BMP se  lient à des  récepteurs de  type  I et  II à 
activité sérine/thréonine kinase. S’en suit une phosphorylation des récepteurs de type I par 

les  récepteurs  de  type  II.  La  transduction  du  signal  est  ensuite  assurée  par  les  facteurs 
SMAD1/5/8 qui se complexent avec SMAD4 avant de pouvoir être transloqués dans le noyau 
pour l’activation des gènes cibles. Les antagonistes NOGGIN/CHORDIN  vont  empêcher  la 
liaison des BMP aux  récepteurs  (Adapté de  (Geng and Oliver, 2009)). C. Antagonisme des 
voies Nodal et BMP lors de l’induction neurale. Deux gradients de concentration de polarité 
opposée se mettent en place au niveau de l’épiblaste entre Nodal et BMP. Les antagonistes 

des deux voies sont sécrétés au niveau de l’endoderme viscéral antérieur. NOGGIN  et 
CHORDIN  sont également produits au niveau du nœud de Hensen. NH : nœud de Hensen ; 
LP : ligne primitive   
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d’inactivation partielle de  la voie Nodal où des défauts de  la  ligne médiane vont entrainer 

des anomalies du cerveau apparentées à la cyclopie (Hagos and Dougan, 2007; Klingensmith 

et al., 2010; Lowe et al., 2001; Lu and Robertson, 2004). Il faut noter que  la voie Nodal est 

également  régulée négativement par  les protéines TGIF  capables de bloquer l’activité des 

protéines SMAD (Powers et al., 2010). 

Par  ailleurs,  une  boucle  de  régulation  entre  la  voie  Nodal  et  la  voie  BMP  (Bone 

morphogenic protein) permet l’établissement postérieur de la ligne primitive. D’une part, 

l’activité Nodal est amplifiée au niveau de l’épiblaste par une cascade de signalisation entre 

BMP4 et WNT3, euxmêmes induits par la signalisation Nodal (BenHaim et al., 2006; Shen, 

2007). D’autre part, la voie des BMP peut réguler l’activité Nodal  par interférence au niveau 

de la formation du complexe SMAD2/4/FOXH1. Les cascades d’activation des deux voies de 

signalisation  partagent  le  même  cofacteur  SMAD4,  ce  qui  limite  probablement  la 

disponibilité de  ces  cofacteurs  (Figure  2A  et  2B)  (pour  revue  (Liu  and Niswander,  2005)). 

Récemment, la formation d’un autre complexe inhabituel entre SMAD2 et SMAD5 avec une 

fonction inhibitrice sur l’activité Nodal a été décrite,  ce  qui  conforte  le  phénomène 

d’interférence entre les cofacteurs des voies Nodal et BMP (Pereira et al., 2012).  

Afin  de  maintenir  l’axe antéropostérieur  du  tissu  neural  en  formation,  des 

antagonistes des BMP (Noggin, Chordin et Follistatin) sont également exprimés au niveau de 

l’hypoblaste chez l’embryon de poulet  et du nœud de Hensen.  On  observe  donc  des 

gradients  de  concentration  inverses des molécules Nodal et BMP au cours de l’induction 

neurale (Figure 2C). Ces voies de signalisation sont complémentaires lors de cette étape du 

développement embryonnaire puisqu’il  a  été  montré  chez  le  modèle  poulet  que  la 

signalisation des BMP n’était pas suffisante pour l’acquisition de l’identité neurale  (Stern, 

2002). Cependant, d’autres signaux et de façon la plus probable, la voie Fgf, permettrait aux 

cellules d’acquérir d’abord un état neural prospectif avant l’action des antagonistes des BMP 

pour assurer définitivement leur identité neurale (Streit et al., 2000). 

1.2. Formation de la plaque préchordale 

 
Une fois la ligne primitive en place, les cellules migrent à travers le nœud de Hensen 

en direction  caudale entre l’ectoderme et l’endoderme  (Figure1).  Les  cellules qui migrent 

antérieurement,  le  long  de  la  ligne médiane  forment  une  structure  endomésodermique 

appelée  plaque  préchordale.  Les  cellules  qui  migrent  en  position  caudale  forment
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Figure 3. Expérience d’ablation de la plaque préchordale. 

 A.  Vues  ventrales  du  système  nerveux  rostral  au  stade  HH11  après  ablation  du  centre 
inducteur précoce de la tête (YHP : young head process), du centre inducteur antérieur de la 
tête  (HP)  ou  de  la  plaque  préchordale  (PP)  au  st  HH5.  Les  embryons  de  poulet  ont  été 
hybridés avec la sonde Nkx2.1 avant dissection du mésenchyme de la tête. L’expression de 

Nkx2.1  est  corrélée  avec  la  présence  de  la  plaque  préchordale  ou  du  centre  inducteur 
antérieur de la tête. Une cyclopie est observée lors de l’ablation du YHP ou de la PP et une 
seule  vésicule  optique  est  observée  (flèche  rouge)  (Pera  and  Kessel,  1997).  B. 
Photomicrographies de vues frontales au stade 30 somites d’un embryon contrôle (E) et 

d’embryons après ablation de la plaque préchordale (F et G) ainsi que d’un embryon Shh
/ (H) 

(Aoto  et  al.,  2009)  C.  Représentation  schématique  du  défaut  de  clivage  entrainant  une 
holoprosencéphalie caractérisée par une cyclopie. 
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progressivement  la notochorde. Ces deux structures  sont  transitoires et vont permettre  la 

régionalisation du tube neural. De nombreux gènes sont exprimés spécifiquement dans ces 

deux centres organisateurs afin de permettre l’induction de la plaque neurale au bon endroit 

et au bon moment.  

La  plaque  préchordale  est  la  partie  la  plus  axiale  du  mésoderme  antérieur.  Elle 

constitue un centre organisateur des motifs ventraux qui sous tendent le développement du 

cerveau antérieur. L’ablation de ce tissu chez l’embryon de poulet conduit à la fusion des 

domaines de l’œil et à la suppression des tissus du cerveau antérieur ventral, un phénotype 

comparable à une forme sévère d’HPE (Pera and Kessel, 1997) (Figure 3).  

La plaque préchordale partage de nombreuses similitudes avec  la notochorde et en 

particulier la production de la molécule SHH.  

1.2.1. La voie de signalisation Shh 

 
Le mécanisme de transduction du signal Shh a fait l’objet d’intenses recherches (pour 

revue  (Briscoe  and  Therond,  2013))  (Figure  4).  La  protéine  précurseur  est  clivée  dans  le 

cytoplasme en un domaine de  signalisation Nterminal  (SHHN) et un domaine Cterminal 

(SHHC)  (Porter  et  al.,  1996).  Après  formation  de  ces  domaines,  le  cholestérol  s’unit  au 

domaine  SHHN  (Zeng  et  al.,  2001)  qui  subit  également  une  palmitoylation  catalysée  par 

Skinny Hedgehog (Skn). Le domaine SHHN subit ensuite deux modifications lipidiques et est 

appelé SHHNp. C’est le clivage de ces lipides qui va permettre la sécrétion de SHH hors de la 

cellule  (Zeng  et  al.,  2001).  La  sécrétion  de  SHH  est médiée  par  une  série  de  protéines, 

incluant DISPATCHED (DISP1) (Burke et al., 1999). Des protéines comme CDON (ou CDO) et 

GAS1 facilitent l’interaction de SHHNp avec le récepteur PATCHED homologue 1 (PTCH1). En 

absence  de  ligand  SHHNp,  le  récepteur  PATCHED  inhibe  la  fonction  de  SMOOTHENED 

(SMO). L’inhibition sera levée  lors de l’interaction  ligandrécepteur  et  une  cascade  de 

signalisation intracellulaire est alors déclenchée. Il en résulte l’activation transcriptionnelle 

de gènes cibles via la régulation des gènes de la famille GLI (Figure 4). Les protéines GLI sont 

des facteurs de transcription à doigts de zinc et  interviennent dans  la voie Shh soit comme 

activateurs,  soit  comme  inhibiteurs  de  la  transcription  (pour  revue  (Krauss,  2007)). 

Récemment, le cil primaire, un organite présent à la surface de la plupart des cellules, a été 

impliqué dans  la transmission du signal Shh. L’intégrité structurale et fonctionnelle de celui 

ci est nécessaire pour l’activation de la voie Hedgehog (Simpson et al., 2009).  
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Figure 4. Signalisation Sonic Hedgehog 

SHH  est  initialement  produit  sous  forme  de  précurseur  (SHH(pre))  qui  subit  un  clivage 
autocatalytique, un transfert de cholestérol et une palmitoylation grâce à Skinny hedgehog 
(Skn). SHH mature  (SHHNp) est sécrété par  la cellule en  impliquant DISPATCHED1  (DISP1). 
Pour  les  cellules  non  exposées  à  SHHNp,  PATCHED1  (PTCH1) inhibe l’activité de 

SMOOTHENED  (SMO) bloquant ainsi  la voie Shh. Les  facteurs de  transcription GLI2 et GLI3 
agissent sous forme de répresseurs (GLI2R et GLI3R) qui peuvent transloquer dans  le noyau 
pour  réprimer des gènes  cibles. Lorsque  SHHNp  se  lie à PTCH1, avec l’aide des cofacteurs 

(CDO  et  GAS1),  l’inhibition  de  SMO  est  levée ;  les  facteurs  GLI  sont présents à l’état 

d’activateurs (GLI2A et GLI3A) et sont capables d’activer l’expression de gènes cibles après 

translocation dans le noyau (D’après (Krauss, 2007)). 
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La signalisation Shh mise en place au niveau de la plaque préchordale va également y 

permettre la maintenance des cellules de la plaque préchordale. Par la suite, la voie Shh va  

agir sur  la  formation des structures ventrales du cerveau antérieur comme l’hypothalamus 

ou  le  chiasma  optique  (Aoto  et  al.,  2009).  En  effet,  lors de l’ablation de la plaque 

préchordale,  les  embryons  de  souris  vont  présenter  un  phénotype  HPE  comme  chez  les 

mutants  Shh/  (Figure  3C).  Chez  ces  embryons,  on  observe  également  une  absence 

d’expression  de  Shh  et Nkx2.1, marqueurs de l’hypothalamus.  Cependant l’expression de 

Shh n’est pas affectée au niveau de la moelle épinière (Aoto et al., 2009). D’autre part, chez 

les mutants  Shh/, les cellules de la plaque préchordale n’acquièrent pas leur  identité  et 

subissent une forte apoptose (Aoto et al., 2009). 

SHH  est  normalement  sécrété  à  partir  du  mésoderme  axial  et  initie  sa  propre 

transcription  au  niveau  de  la  plaque  neurale.  SHH  va  induire  la  formation  de  la  partie 

ventrale  du  tube  neural  qui  à  sont  tour  va  sécréter  SHH  et  engendrer  la  régionalisation 

dorsoventrale  du  cerveau.  En  effet,  les  souris  mutantes  Shh/  ne  possèdent  pas  de 

structures ventrales tout au long du tube neural (Chiang et al., 1996).  

Cependant, contrairement à  la notochorde,  la plaque préchordale produit plusieurs 

autres protéines de signalisation comme NODAL, BMP7 et les antagonistes de WNT (Dale et 

al.,  1997;  Muller  et  al.,  2000). Ces molécules vont coopérer pour contrôler l’identité 

antérieure de la plaque neurale.  

 

1.2.2. La voie de signalisation Nodal 

 
Un rôle essentiel de la voie Nodal est l’initiation de la transcription de Shh dans  la 

plaque préchordale et la notochorde (Gritsman et al., 2000; Muller et al., 2000; Rohr et al., 

2001).  Une  inactivation  partielle  de  la  voie  Nodal  par  mutation  hypomorphe,  doubles 

hétérozygotes ou par l’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique, permet de dépasser  le 

stade de la gastrulation mais engendre des défauts de régionalisation antérieure (Luxardi et 

al., 2010; Vincent et al., 2003).  

Chez  le  poissonzèbre,  des  mutations  dans  les  composants  de  la  voie  Nodal 

provoquent la perte ou la réduction de la plaque préchordale entrainant de graves déficits 
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du cerveau antérieur qui s’inscrivent dans le spectre HPE (Brand et al., 1996; Schier et al., 

1997).  Par  exemple,  les  mutants  pour  le  gène  oep  (OneEyed  Pinhead)  montrent  une 

déficience de la voie Nodal, bien qu’ils conservent une source maternelle de cette protéine. 

En effet,  l’expression des gènes spécifiques de la plaque préchordale débute normalement 

mais ne parvient pas à se maintenir. Au contraire,  la notochorde sera correctement établie 

et  exprimera  Shh.  Ces résultats suggèrent qu’un faible niveau de signalisation Nodal est 

suffisant au développement de la notochorde mais ne l’est pas pour  la plaque préchordale 

particulièrement sensible à une réduction de l’activité Nodal (Schier et al., 1997).  

1.2.3. La voie des BMP 

 
Par ailleurs, les antagonistes de BMP continuent d’être exprimés au niveau du nœud 

de Hensen et de l’hypoblaste antérieur pour permettre la formation du neurectoderme. Cela 

permet de  lever  l’inhibition effectuée par  la  voie BMP  sur  la  spécification en  tissu neural 

(Dale et al., 1997; Manning et al., 2006). La signalisation BMP sera très active dorsalement et 

très faible ou absente ventralement. Des doubles mutants pour les antagonistes Chordin et 

Noggin (Chr/ ; Nog/+) ou les récepteurs BMPR1a et BMPR1b présentent des malformations 

cérébrales  et  craniofaciales  caractéristiques  de l’HPE (Fernandes  and  Hebert,  2008; 

Klingensmith et al., 2010).  

2. Régionalisation du tube neural   

 
La plaque neurale correspond à un épaississement de l’ectoderme  qui  se met  en 

place au niveau de la ligne médiane de l’embryon en avant de la ligne primitive. La partie 

antérieure va s’élargir pour donner le futur cerveau alors que la partie postérieure donnera 

la moelle épinière. Sous l’influence de la plaque préchordale et de la notochorde, la plaque 

neurale est régionalisée le long des axes dorsoventral et antéropostérieur. Simultanément, 

des mouvements cellulaires vont permettre  la  fusion de  la plaque neurale pour  former  le 

tube neural. 

2.1. Régionalisation antéropostérieure de la plaque neurale 

 
L’axe antéropostérieur  de  la  plaque  neurale  est  soumis  à  plusieurs molécules  de 

signalisation. Cette  étape  est  fondamentale pour  une  constitution  correcte de l’ensemble
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Figure 5. Représentation schématique des voies de signalisation lors de la régionalisation 

antéropostérieure de la plaque neurale.  

Les différents tissus sont présentés en superposition dans un but pédagogique. Les signaux 
arrivant des tissus situés sous la plaque neurale vont influencer le développement du cerveau 
antérieur.  Les  antagonistes  des  BMP  et  de Nodal  dérivent  de  l’hypoblaste.  Les  BMP  vont 
ensuite  réguler  le  devenir  de  la  plaque  neurale  dans  sa  périphérie  tandis  que  la  plaque 
préchordale,  la notochorde   et  l’hypoblaste produisent différents signaux (Shh, BMP, Nodal, 
Fgf8, Wnt, acide rétinoïque) pour induire la régionalisation de la plaque neurale et la mise en 
place  du  prosencéphale. L’hypoblaste va disparaître au profit des autres tissus 

embryonnaires. Les stades de développement embryonnaire sont indiqués pour l’embryon de 

poulet. 
NH : Nœud de Hensen ; Lp : Ligne primitive ; Nt : Notochorde ; PpC : plaque préchordale ; PN : 
plaque neurale 
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des structures du système nerveux central. Pour cela,  la plaque neurale va être soumise à 

des  facteurs  caudalisants  tels que les voies Fgf, Wnt et de l’acide rétinoïque.  Les  tissus 

embryonnaires  protégés  de  ces  facteurs  caudalisants  formeront  le  cerveau  antérieur 

prospectif.  La  plaque  préchordale  et  la  notochorde  situées  sous  la  plaque  neurale  vont 

influencer sa régionalisation grâce à l’activité des signaux SHH, NODAL et BMP restreints à la 

région antérieure. Une activité FGF8 provenant de l’hypoblaste agit également sur la plaque 

neurale antérieure de façon complémentaire aux autres signaux bien que plus tardivement 

au cours du développement (Stern, 2005). Les BMP vont également réguler le devenir de la 

plaque neurale dans sa périphérie (pour revue (Monuki, 2007; Wilson and Houart, 2004). 

D’autre part, un gradient d’activité WNT est principalement impliqué dans la mise en 

place  de l’axe antéropostérieur.  Cette  activité  WNT  est  localisée  au  niveau  des  tissus 

postérieurs  de  la  plaque  neurale  (Nordstrom  et  al.,  2002)  et  son  action  sera  limitée  au 

niveau  antérieur  par  la  sécrétion  de  ses  antagonistes  tels  que DKK  (Dickkopf)  (Carmona

Fontaine et al., 2007).  Il existe également une action postériorisante de l’acide rétinoïque 

grâce à un gradient d’expression (Dupé  and  Lumsden,  2001;  Niederreither  et  al.,  2000) 

(Figure 5).  

  Au niveau de  la région antérieure de  la plaque neurale en développement, on note 

également l’expression de  Six3,  un  gène  à  homéoboite  codant  pour  un  facteur  de 

transcription  à  homéodomaine  (Oliver  et  al.,  1995).  Il  est  requis  pour  le  développement 

antérieur  du  prosencéphale  en  réprimant  la  transcription  des  gènes Wnt  et  Fgf8  chez  le 

poisson zèbre et  la souris. Chez  les souris mutantes pour Six3, une absence des structures 

antérieures de la tête et des yeux est observée (Lagutin et al., 2003 ; Carl et al., 2002).  

2.2. Régionalisation dorsoventrale 

 
La polarité dorsoventrale est établie un peu plus tardivement que la polarité antéro

postérieure et est également régie par la plaque préchordale et la notochorde.  

Au niveau de  la notochorde comme de  la plaque préchordale,  il est bien établi que 

l’action  morphogène  de  Shh  est  nécessaire  à  la  spécification  ventrale  dans  ces  régions 

(Briscoe and Ericson, 1999; Chiang et al., 1996; Gunhaga et al., 2000).  

Il est maintenant clairement défini que c’est un équilibre dosedépendant entre Shh 

et Gli3 qui établit la polarité dorsoventrale du cerveau antérieur en formation (Figure 6). En
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Figure 6. Interactions entre Shh et Gli3 au sein du tube neural. 

Les domaines d’expression de Gli3 (en rouge) et Shh (en jaune) sont présentés lors des stades 

précoces  de  développement  dorsoventral  du  cerveau  antérieur.  Ces  deux  gènes 
maintiennent des patrons d’expression complémentaires au cours du développement. C’est 

l’expression de Shh au niveau de la partie ventrale qui permet l’activation de Gli2, qui va agir 

ensuite comme un répresseur sur Gli3. Le gradient d’expression de Shh au niveau de la ligne 

médiane ventrale laisse place ensuite à un gradient d’expression de Gli3 qui va avoir une 

action beaucoup plus dorsalisante. EGL : éminence ganglionnaire  latérale ; EGM : éminence 
ganglionnaire médiane (D’après (Rallu et al., 2002a)). 

 

Figure 7. Représentation simplifiée des différentes interactions entre voies de signalisation 
et  facteurs  de  transcription  au  cours  de  la  régionalisation  dorsoventrale  du 
prosencéphale. 

La  voie  Nodal  va  agir  de  façon  précoce  sur 
l’activation de la signalisation Shh. Cette 

activation  peut  être  contrebalancée  par  la 
protéine  GLI3  activée  par  SIX3.  Ce  dernier 
conjointement  à  GLI3  exerce  une  activité 
répressive  sur  Fgf8  au  niveau  ventral.  FGF8 
quant  à  lui  va  favoriser  la  ventralisation  par 
activation  de  Zic2.  Au  niveau  dorsal,  des 
interactions  entre  la  voie  des  BMP, Wnt  et  de 
l’acide rétinoïque vont permettre l’activation de 

gènes dorsalisants, implémentée par l’action de 

GLI3. (D’après (Fernandes and Hebert, 2008)). 
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effet, la voie Shh permet l’activation de gènes cibles comme Gli2, qui va par la suite inhiber 

le gène Gli3. GLI3 est quant à lui, un facteur de transcription activateur de gènes dorsalisants 

tel que Pax7 (Meyer and Roelink, 2003). De plus il a été montré qu’en absence de l’activité 

fonctionnelle  de  GLI3,  le  cerveau  antérieur  est  anormalement  ventralisé  et  présente  un 

retard de croissance  (Tole et al., 2000; Yu et al., 2009). La  signalisation Shh va également 

activer des gènes cibles tels que Nkx2.1, Olig2 et Nkx6.1 pour permettre la caractérisation de 

cellules progénitrices neurales ventrales (p3, pMN, p2). Dans le cas d’une perte de fonction 

Gli3, l’expression de ces cibles va s’étendre à la région dorsale du tube neural (Persson et al., 

2002). 

Chez  le  poissonzèbre,  deux  orthologues  de  Shh  sont  identifiés  ShhA  et  ShhB. 

L’analyse des mutants pour ces deux gènes se révèle plus complexe dans ce modèle compte 

tenu de la compensation qui peut s’exercer  entre  les  deux  gènes.  En  raison  de  cette 

redondance, la perte de fonction Shh a été étudiée chez le mutant du récepteur Smo (Varga 

et  al.,  2001)  qui  contrairement  à  Shh,  ne  semble  pas  dupliqué  au  sein  du  génome  du 

poissonzèbre.  Les  animaux  vont  présenter  des  phénotypes  sévères  correspondant  à  une 

dorsalisation du cerveau antérieur et une absence totale de tissu hypothalamique. Ce même 

phénotype  a  été observé  chez  le poissonzèbre lors de l’utilisation de la cyclopamine. Ce 

composant se lie et inhibe directement le récepteur SMO, inactivant ainsi la signalisation Shh 

(Chen et al., 2002a). 

 

Par  ailleurs,  FGF8  exerce  également  une  action  ventralisante  du  tube  neural  et  

permet l’activation d’autres protéines  telles  que  ZIC2  qui  exerce  également  un  rôle 

ventralisant au niveau de la ligne médiane (Figure 7) (Fernandes and Hebert, 2008). En effet, 

chez la souris, la perte de fonction de Zic2 entraîne un défaut de régionalisation ventrale et 

de  sévères malformations du  cerveau  antérieur  (Warr  et  al., 2008). Au niveau dorsal,  les 

voies WNT, BMP et de l’acide rétinoïque vont permettre l’activation de gènes dorsalisants 

comme  Bmp4  (pour  revue  (Bertrand  and Dahmane,  2006) ; (Hu  et  al.,  2004;  Rallu  et  al., 

2002a) (Figure 7).    

Il apparaît donc que  la régionalisation dorsoventrale du cerveau antérieur  implique 

de multiples interactions entre les voies de signalisation impliquées dans ce processus. C’est 

un défaut de  la régulation de ces voies au niveau de  la  ligne médiane qui va entrainer une 

holoprosencéphalie.    
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Figure 8. Schéma de la segmentation du cerveau embryonnaire chez l’Homme.  

A.  Les  trois  vésicules  primaires  (prosencéphale,  mésencéphale  et  rhombencéphale)  et  la 
moelle épinière se différencient au niveau de la partie la plus antérieure du tube neural. B. La 
division  du  prosencéphale  se  fait  ultérieurement  pour  donner  le  télencéphale  et  le 
diencéphale (D’après Sunderland, 2001). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Représentation schématique du télencéphale 

A.  Schéma  du  recouvrement  du  diencéphale  par  les  vésicules  télencéphaliques  en  vues 
latérale  et  ventrale.  La  ligne médiane  (LM)  traversant  le  télencéphale  dorsalement  et  le 
diencéphale  ventralement  est  représentée  en  pointillés  gris  B.  Section  transversale  du 
cerveau antérieur. On distingue les deux vésicules télencéphaliques correspondant aux futurs 
hémisphères cérébraux. CC : cortex ; Vl : ventricule  latéral ; PC3V : plexus choroïde du 3ème 
ventricule ;  PCVl :  plexus  choroïde  du  ventricule  latéral ;  EGL :  éminence  ganglionnaire 
latérale ;  EGM :  éminence  ganglionnaire médiane ;  Et :  épithalamus ;  Th :  thalamus ;  Ht : 
hypothalamus ; 3V : 3ème ventricule (D’après www.embryology.ch)   
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3. Segmentation du cerveau antérieur  

 
Simultanément aux processus de  régionalisation,  le  tube neural va se segmenter  le 

long de l’axe antéropostérieur  (Figure  8A).  L’encéphale présomptif dérivant de la plaque 

neurale rostrale va donner le prosencéphale (cerveau antérieur),  le mésencéphale (cerveau 

moyen)  et  le  rhombencéphale  (cerveau  postérieur).  La  partie  caudale  du  tube  neural 

donnera  la  moelle  épinière.  Ensuite,  le  prosencéphale  se  divise  en  deux  vésicules 

secondaires,  le télencéphale et le diencéphale. Le télencéphale se divisera le long de la ligne 

médiane  pour  donner  les  deux  hémisphères  cérébraux.  Au  niveau  du  diencéphale  se 

développeront  l’hypothalamus, le thalamus, l’épithalamus, la rétine neurale et la glande 

pinéale. De son côté, le mésencéphale voit sa taille augmenter alors que le rhombencéphale 

se divise également en deux vésicules  secondaires :  le métencéphale et  le myélencéphale 

(Figure 8B). 

3.1. Le télencéphale 

3.1.1. Morphologie du télencéphale  

 
Le  télencéphale  est  composé  de  deux  vésicules  latérales  qui  correspondent  aux 

futurs hémisphères cérébraux. Elles sont séparées par la ligne médiane. La face ventrale des 

vésicules télencéphaliques fusionne avec les faces latérales du diencéphale (Figure 9A). 

 La voute de chaque hémisphère formera le cortex cérébral alors que leur plancher formera 

les éminences ganglionnaires médiane et latérale (EGM et EGL). Les deux hémisphères sont 

joints  sauf  au  niveau  la  scissure  interhémisphérique  en  dorsal.  La  zone  de  raccordement 

avec le toit du diencéphale est appelée plexus choroïde au niveau du 3ème ventricule et des 

ventricules  latéraux  (Figure  9B).  Le  télencéphale  contient  également  les  ébauches  du 

système olfactif qui donneront  les bulbes et  tractus olfactifs ainsi que des structures qui y 

sont associées comme l’hippocampe. D’autre part, le télencéphale correspond à une région 

complexe  du  système  nerveux  et  une  spécification  progressive  de  cette  structure  est 

nécessaire  pour  définir  des  populations  cellulaires  comme  les  oligodendrocytes  ou  les 

interneurones.   
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3.1.2. Formation du télencéphale 

 
 La  régionalisation  télencéphalique  est  dépendante  de  plusieurs  centres  de 

signalisation, dont le bord neural antérieur, et intègre les mêmes voies de signalisation que 

lors de  la  régionalisation de  la plaque neurale. En effet, afin d’obtenir  le  télencéphale, un 

gradient d’activité Wnt persiste pour la segmentation selon l’axe antéropostérieur du futur 

tube neural  (Rallu et al., 2002a). Ceci a été  illustré  chez  le poissonzèbre où une absence 

d’activité de Wnt8b provoque une augmentation de la taille du télencéphale (Houart et al., 

2002). 

La  régionalisation  dorsoventrale  du  télencéphale  va  quant  à  elle  continuer  de 

dépendre de l’antagonisme entre SHH et GLI3 (Rallu et al., 2002b). Ceci explique la diversité 

des phénotypes au niveau du télencéphale chez les souris partiellement déficientes pour des 

effecteurs de la voie Shh : réduction de la taille des vésicules, perte de tissus ventraux ou des 

éminences ganglionnaires (Ferri et al., 2013; Fotaki et al., 2011; Manuel et al., 2011).  

La  signalisation  Nodal  va  également  influencer  l’expression de Shh  pour  le 

développement ventral du télencéphale. Des expériences d’inactivation de la signalisation 

Nodal  chez  le  poissonzèbre  ont  montré  un  défaut  de  formation  du  télencéphale  ainsi 

qu’une absence  d’expression de Shh (Rohr et al., 2001).  

Par ailleurs, plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la régionalisation 

des vésicules télencéphaliques puis dans l’identité de certaines régions. C’est le cas du gène 

Pax6  puisque  lors  d’une mutation perte de fonction, l’organisation dorsoventrale  du 

télencéphale est perturbée (Stoykova et al., 2000; Yun et al., 2001). De même le gène Emx2 

est important dans la mise en place de structures du cortex comme l’hippocampe, puis plus 

tardivement dans  la neurogenèse du  télencéphale dorsal  (Yoshida  et  al., 1997). De  façon 

intéressante, les patrons d’expression de Pax6 et Emx2 forment des gradients opposés dans 

le télencéphale dorsal et vont participer à l’acquisition de l’identité corticale  de  sous

domaines du télencéphale (Bishop et al., 2000). Dans le cas d’une déficience simultanée de 

ces  deux  gènes,  on  observe  un  excès  de  marqueurs  de  ventralisation  des  vésicules 

télencéphaliques.  

 D’autre part, Pax6, de la même façon que Gli3, est exprimé dorsalement et  joue un 

rôle d’antagoniste à l’activité Shh. Il s’avère que chez les doubles mutants Shh/ ;Pax6/, on 

observe une  restauration des structures ventrales de  la même  façon que chez  les doubles
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Figure 10. Représentation des voies de signalisation dans le télencéphale en formation. 

 A. Cartographie de  la  ligne médiane du  télencéphale  (LMT) ainsi que  la  ligne médiane de 
l’hypothalamus (LMH). B. Expression des différentes  voies de  signalisation au niveau de  la 
ligne médiane du  télencéphale. Nodal et Shh  sont exprimés ventralement et  rostralement, 
Fgf est exprimé au niveau ventral et antérieur de la ligne médiane alors que les voies Wnt et 
BMP sont exprimées dorsalement. (D’après (Monuki, 2007)).    
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mutants  Shh/ ;Gli3/  (Fuccillo  et  al.,  2006).  Ces  résultats  suggèrent  que  le  gène  Pax6 

posséderait un rôle complémentaire à Gli3 dans la régionalisation du télencéphale. 

 

La voie de l’acide rétinoïque est également cruciale pour le développement antérieur 

du télencéphale. Chez des embryons de cailles déficients en vitamine A, les signalisations Fgf 

et  BMP  sont  perturbées.  Ces  embryons  présentent  des  défauts  de  segmentation  de  la 

vésicule télencéphalique et de l’axe dorsoventral  du  diencéphale  (Halilagic  et  al.,  2003; 

Wilson et al., 2003).  

 

La division du télencéphale en deux champs correspondant aux hémisphères dépend 

de la sécrétion de ligands par les structures médianes, NODAL, SHH et BMP. Cette étape sera 

déficiente en cas d’HPE (Currle et al., 2005; Hebert et al., 2002; Ohkubo et al., 2002).  La 

signalisation  Fgf  est  quant  à  elle principalement  active  dans  la  partie  rostrale  de  la  ligne 

médiane. Plus précisément, une boucle de  régulation positive entre  les voies Shh, Wnt et 

BMP ainsi que les protéines FGF8, ZIC2 et SIX3 se met en place au niveau de la ligne médiane 

pour  séparer  les  vésicules  télencéphaliques  (Crossley  et  al.,  2001; Kobayashi  et  al., 2010) 

(Figure 10).  

 

L’utilisation des modèles vertébrés ces 15 dernières années a montré de  façon 

générale, que l’inhibition  fonctionnelle d’acteurs des voies de  signalisation,  tel que  l’acide 

rétinoïque, Shh, Fgf, Nodal ou BMP, conduit à des défauts de régionalisation dorsoventrale 

du  télencéphale et provoquent des défauts majeurs de cette structure  (Arauz et al., 2010; 

LanaElola et al., 2011; Yang et al., 2010).  

3.2. Le diencéphale 

3.2.1. Morphologie et modèle prosomérique du diencéphale 

 
Le diencéphale est défini selon ce qu’on appelle le modèle prosomérique révisé par 

Rubenstein  et  Puelles  en  2003  (Puelles  and  Rubenstein,  2003).  Ce modèle  détermine  6 

prosomères  selon  les zones d’expression  de  six  gènes : Nkx2.2, Dlx2, Gbx2, Otx2,  Shh  et 

Nkx2.1  (Figure  11).  Les  prosomères  vont  ensuite  donner  lieu  à  trois  organes  distincts:  le 

thalamus, l’épithalamus et l’hypothalamus en position ventrale. Le thalamus est constitué de
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Figure  11.    Représentation  schématique  des 

patrons d’expression des principaux gènes de 

molécules  de  signalisation  ou  de  facteurs  de 

transcription du diencéphale. 

P1P6 : prosomères 1 à 6 ; M1 : mésencéphale ;  
I : isthme ; r1r8 : rhombomères ; sc : moelle 
épinière ; o : vésicule optique (Adapté de 
(Rubenstein et al., 1994)) 
 

 

 

 

 

 

Figure  12.  Représentation  schématique 
des patrons d’expressions de facteurs de 

transcription  et  molécules  de 
signalisation au sein du diencéphale. 

Les patrons d’expression ont été observés 

chez l’embryon de poulet au stade HH23 

et  ont  permis  de  déterminer  plus 
précisément l’organisation du 

diencéphale.  Shh  est  exprimé  de  façon 
ventrale et au niveau de la ZLI. Gli3 a une 
expression  restreinte  au  niveau  des 
plaques  latérales du diencéphale. Dlx2 sera exprimé dans  le préthalamus alors que Gbx2 et 
Sox14  sont  exprimés  dans  des  domaines  thalamiques.  La  limite  caudale  du  domaine 
d’expression de Gbx2 dans le prosomère 1 permet d’établir la frontière entre p1 et p2. Wnt3a 

va définir avec Gbx2 et Sox14  les  territoires  latéraux et basaux du diencéphale. Nkx2.2 est 
exprimé au niveau du neuroépithélium et va border l’expression de Shh au niveau de la ZLI. 
D : diencéphale ; M : mésencéphale ; T : télencéphale ; PT : pré tectum ; Th : thalamus ; PTh : 
préthalamus ;  ZLI :  zone  limitans  intrathalamica  (Adapté de  (MartinezFerre and Martinez, 
2012)).    
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noyaux neuronaux  impliqués dans  le  traitement des  informations sensorielles et motrices. 

L’épithalamus  est  divisé en deux structures principales qui sont le corps pinéal ou épiphyse 

et le plexus choroïde. L’hypothalamus sera divisé en quatre territoires qui contiendront des 

noyaux neuronaux spécifiques. Chacune de ces structures possède un champ ventral et un 

champ dorsal. C’est également à partir du diencéphale que  vont  apparaître  les  ébauches 

optiques. Les vésicules optiques qui en dérivent s’invaginent au niveau de la future jonction 

du plancher et des faces latérales du diencéphale.  

3.2.2. Formation du diencéphale 

 
L’établissement de l’axe  antéropostérieur    du  diencéphale  est  établi  grâce  à  des 

centres organisateurs secondaires comme pour le télencéphale. C’est notamment la zone 

limitans  intrathalamica (ZLI) située entre  les prosomères 2 et 3 qui va sécréter des signaux 

nécessaires à la régionalisation. Shh est le principal gène exprimé dans la ZLI et va influer sur 

la  mise  en  place  des  structures  thalamiques  et  définir  la  limite  postérieure  de 

l’hypothalamus  (Blackshaw et al., 2010; Shimogori et al., 2010). D’une part, l’expression à 

l’état morphogène de SHH va permettre l’expression de gènes spécifiques ; par exemple, Shh 

induit l’expression des gènes Sox14 et Gbx2 au niveau du prosomère 2 (HashimotoTorii et 

al., 2003) (Figure 12). D’autre part, l’expression de Shh va être délimitée au niveau de la ZLI 

par des gènes  tels que Sim1, Dlx2 et Nkx2.1 aux niveaux basal et  latéral, Wnt1 au niveau 

antérieur, Fgf8 au niveau postérieur et Nkx2.2 aux niveaux antérieur et postérieur  (Figure 

12).  

Par  ailleurs,  SIX3  va  aussi  activer  directement  Shh  au  niveau  de  la  ligne médiane 

rostroventrale du diencéphale qui à son tour va y maintenir l’expression de Six3. En effet, 

chez des mutants Six3, la boucle de régulation est interrompue et va conduire à des défauts 

de  séparation  des  champs  oculaires,  de  la  proéminence  nasale  et  à  une microcéphalie, 

caractéristiques du spectre HPE (Geng et al., 2008; Jeong et al., 2008). 

L’identité dorso ventrale du diencéphale est établie grâce aux mêmes signaux que 

ceux impliqués dans le télencéphale. Cependant au niveau de la ligne médiane, le caractère 

ventral  va  concerner  principalement l’hypothalamus qui sera essentiellement sous 

l’influence de la voie de Shh et de ses gènes cibles tels Nkx2.1 et Nkx2.2. 

C’est le signal Shh graduel émanant du plancher du tube neural qui est nécessaire à la 

spécification de l’identité neurale ventrale du diencéphale. Il permet également la 
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séparation correcte de la zone optique en deux domaines distincts (pour revue (Roessler and 

Muenke, 2010)). Plusieurs événements morphogénétiques vont permettre la formation des 

vésicules optiques (Crossley et al., 2001; Morcillo et al., 2006). Les deux protusions optiques 

se  placent  de chaque coté du diencéphale entre la zone préoptique et l’hypothalamus 

antérieur. A ce niveau,  l’activité Shh  régule  la  transcription de  gènes  tels que Pax6, Pax2, 

Vax1 et Vax2 qui spécifient les pédoncules optiques, la rétine et l’identité de l’épithélium 

pigmentaire (Macdonald et al., 1995; Mui et al., 2005; Walther and Gruss, 1991; Walther et 

al., 1991).  

4. L’hypothalamus, structure ventrale du diencéphale 

 
L’hypothalamus dérive de la région rostroventrale  du  cerveau  antérieur  et 

constituera la partie ventrale du diencéphale. L’hypothalamus sera le siège des régulations 

neuroendocriniennes  du  cerveau  comme  le  rythme  circadien, l’appétit, la soif et les 

sécrétions  hormonales.  L’hypothalamus est constitué d’une douzaine de  domaines  ou 

noyaux qui vont réguler les fonctions endocriniennes de façon synchrone. Par exemple, c’est 

grâce à de multiples connections entre les noyaux hypothalamiques que les cycles circadiens 

sont intimement liés à l’alimentation et au métabolisme énergétique (Gooley et al., 2006). 

    4.1. Induction de l’hypothalamus 

 
Le développement de l’hypothalamus est très bien conservé chez les vertébrés et 

nécessite  l’induction  de  nombreux  types  cellulaires.  Comme  pour  la  plupart  des  autres 

régions ventrales du système nerveux central ce sont les signaux Shh, Nodal, BMP et Wnt qui 

permettent la mise en place de l’hypothalamus présomptif  puis  la  différenciation  des 

précurseurs hypothalamiques.       

4.1.1. Rôle de SHH,  BMP7 et TBX2 

 
D’une part, il a clairement été démontré que lors de la perte de la signalisation Shh, 

le diencéphale présente une réduction de sa taille et une absence des structures ventrales, 

dont  les précurseurs hypothalamiques (Chiang et al., 1996;  Ishibashi and McMahon, 2002). 

Inversement une augmentation de l’activité Shh chez le poissonzèbre induit une expression 

ectopique  de  marqueurs  hypothalamiques  (Rohr  et  al.,  2001).  De  plus,  ce  sont  les
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Figure 13.  Représentation schématique de la formation de l’hypothalamus. 

L’action coordonnée de SHH, BMP7 et  les antagonistes des BMP, CHORDIN et NOGGIN, est 
nécessaire  à l’induction des précurseurs hypothalamiques (Préc. Hyp.). De même, NODAL, 
SHH et BMP7 sont essentiels à l’expression de Nkx2.1  dans le diencéphale ventral pour le 

développement de l’hypothalamus prospectif. Un gradient de signalisation antéropostérieur 
des Wnt permet d’établir la division entre les précurseurs hypothalamiques et les cellules du 

plancher neural. 

PPc : plaque préchordale ; Nt : Notochorde ; ZLI : zone limitans intra thalamica 
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expressions coordonnées de Shh et Bmp7 qui imposent un caractère ventral aux cellules de 

la ligne médiane rostrale précédemment induites par Shh (Figure 13) (Dale et al., 1997). De 

plus, Bmp7 est également capable d’induire l’expression de Nkx2.1. Ce dernier va lui même 

jouer un rôle dans la maintenance de l’expression de Shh au sein de l’hypothalamus et est 

considéré comme le marqueur ventral de l’hypothalamus en développement  (Figure  13) 

(Brand et al., 1996; Dale et al., 1997; Manning et al., 2006; Marin et al., 2002; Sussel et al., 

1999). 

Par ailleurs, Shh et Bmp7 sont également exprimés au niveau de la notochorde mais 

cela ne conduit pas à une différenciation des cellules de la ligne médiane ventrale caudale en 

précurseurs hypothalamiques. Cette différence est due à l’expression d’inhibiteurs de Bmp7, 

CHORDIN et NOGGIN (Figure 13). En effet, chez  les double mutants Chordin/ ;Noggin+/, on 

observe un phénotype restreint au niveau de la tête de sévérité variable d’HPE (Bachiller et 

al., 2000 ; Anderson  et al., 2002).  En  absence des  antagonistes des BMP  au niveau de  la 

plaque  préchordale, l’activité BMP  est  augmentée,  provoquant  une  désorganisation  des 

tissus antérieurs. La production des antagonistes CHORDIN et NOGGIN est donc essentielle 

au statut de centre organisateur de la plaque préchordale pour le diencéphale.  

Plus généralement, les BMP vont inhiber l’expression de Shh et activer l’expression 

de Fgf10 au niveau de la ligne médiane ventrale postérieure de l’hypothalamus (Manning et 

al., 2006). Pour  cela,  la voie des BMP  va activer  le  gène Tbx2  codant pour un  répresseur 

transcriptionnel  de  Shh  (Pontecorvi  et  al.,  2008).  Manning  et  collaborateurs  (2006) 

suggèrent de plus que la diminution d’expression de Shh au niveau de  la ligne médiane est 

nécessaire à l’arrêt transitoire du cycle cellulaire de progéniteurs leur conférant plus tard 

une activité proliférative expansive. 

4.1.2. Action de Nodal 

 
Des mutations des  composants de  la voie Nodal  chez  le poissonzèbre provoquent 

des phénotypes similaires aux phénotypes des souris mutantes pour Shh tels que la cyclopie 

et l’absence de structures hypothalamiques (Schier  and  Shen,  2000).  De  plus,  chez  ces 

mutants, l’expression ectopique de Shh  n’est pas suffisante  pour  récupérer  la  perte 

d’expression de Nkx2.1,   gène  spécifique de l’hypothalamus  (Figure 13). Ceci  suggère que 

Shh ne peut  pas induire seul l’hypothalamus (Rohr et al., 2001). Toujours chez  le poisson

zèbre,  il  a  été  démontré  que  le  promoteur  de  Shh  contenait  des  éléments  activateurs
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répondant  à  la  signalisation Nodal  qui pouvaient  réguler  son  expression  dans  les  cellules 

neuronales (Muller et al., 2000). 

D’autre part, la signalisation Nodal serait nécessaire à la migration des précurseurs 

hypothalamiques  de  la  zone  ventriculaire  vers  les  différents  noyaux  qui  composent 

l’hypothalamus mais ce rôle reste encore controversé (Mathieu et al., 2002). 

4.1.3. Rôle du gradient Wnt 

Manning  et  collaborateurs  (2006)  ont  montré  que  l’expression du gène Tbx2 

dépendait de la voie des BMP au niveau de l’hypothalamus prospectif. Cependant, comme 

démontré chez le poissonzèbre, un gradient d’inhibition de la voie Wnt semble déterminer 

le  destin  cellulaire  hypothalamique  (Kapsimali  et  al.,  2004). En effet, l’utilisation d’un 

antagoniste  de  la  voie  Wnt  (WIF :  Wnt  inhibitory  factor)  est  suffisante  pour  restaurer 

l’expression de Tbx2 au niveau d’explants où la signalisation BMP est bloquée. Les auteurs 

suggèrent que la voie des BMP pourrait inhiber l’activité Wnt au niveau de l’hypothalamus.  

  Par ailleurs, la déficience pour les molécules antagonistes de Wnt ou de répresseurs 

transcriptionnels  de  Wnt  provoque  des  défauts  de  spécification  du  cerveau  antérieur 

incluant l’hypothalamus. Seules les régions postérieures du tube neural seront observées 

confirmant un rôle de la voie Wnt au niveau de la région antérieure du tube neural (Hoch et 

al., 2009). 

4.2. Spécification de l’hypothalamus 

 
Selon son axe antéropostérieur les noyaux hypothalamiques sont répartis en quatre 

groupes, préoptique,  antérieur, médial  et postérieur. Grâce  à des  études d’expression de 

gènes, ces noyaux ont pu être subdivisés en noyaux plus spécifiques (Shimogori et al., 2010). 

La  plupart  des  noyaux  hypothalamiques  ont  été  identifiés  au  cours  du  développement 

embryonnaire même si les cellules qui les composent ne sont pas à leur position définitive. 

En  effet,  les  cellules  hypothalamiques  migrent  latéralement  par  rapport  au  troisième 

ventricule du télencéphale pour se différencier. La migration de ces précurseurs neuronaux 

hypothalamiques s’effectue le long de cellules spécialisées appelées cellules gliales radiales. 

 

Dans la région la plus antérieure, l’aire préoptique  (POA)  régule l’équilibre 

électrolytique du corps, sa température ainsi que  les hormones sexuelles  (Saper, 2009). La
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Figure 14. Les différents noyaux de l’hypothalamus. 

Représentation  schématique  en  vue  latérale  des  différents  noyaux  qui  composent 
l’hypothalamus.  L’hypothalamus  embryonnaire  se  forme  dans  la  partie  rostroventrale  du 
diencéphale. Il est divisé en une région médiane et une région latérale. La région médiane est 
composée d’agrégats neuronaux dans quatre grandes zones selon l’axe antéropostérieur : 
préoptique,  antérieure,  tubérale  et mamillaire.  La  région  latérale  va  être  principalement 
composée d’axones (D’après http://www.diabetesobesity.net.) 
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POA  possède  une  origine  télencéphalique  et  va  exprimer  le  marqueur  télencéphalique 

FoxG1, ce qui la différencie des autres noyaux hypothalamiques (Figure 14). La POA exprime 

également  Shh  et  Nkx2.1 mais  pas  les  autres  cibles  de  Shh  telles  que  Nkx2.2  et  Nkx6.2 

(Shimogori et al., 2010) qui seront cependant exprimés dans l’hypothalamus antérieur (AH) 

en partie caudale du POA (Puelles and Rubenstein, 2003; Shimogori et al., 2010). Au sein de 

la région antérieure de l’hypothalamus  regroupant  la  POA  et l’AH,  plusieurs  noyaux  sont 

identifiés  par  Shimogori  et  collaborateurs  (2010).  Le  noyau  suprachiasmatique  (SCh)  en 

ventral, exprime le gène Lhx1, le noyau paraventriculaire (PVN) en dorsal relié latéralement 

au noyau  supraoptique  (SON) qui peuvent être identifiés par l’expression de Otp et  Sim1 

(Shimogori  et  al.,  2010).  Ces  noyaux  contiennent  les  neurones  magnocellulaires  de 

l’hypothalamus  qui  vont  sécréter  la vasopressine et l’oxytocine pour les relarguer 

directement  dans  la  circulation  sanguine. Les  axones  de  ces  neurones  vont  atteindre  la 

glande pituitaire postérieure ou neurohypophyse (Saper, 2004).  

Le SCh est impliqué dans la régulation du rythme circadien alors que les PVN et SON 

sont associés à la régulation de la sécrétion hypophysaire. 

Dans sa partie médiale, l’hypothalamus tubéral  va  réguler  la  faim,  le métabolisme 

énergétique,  la  réponse  au  stress  et  le  cycle  circadien  (Saper,  2009).  Il  contient  le noyau 

prémamillaire  qui  est  également  subdivisé  en  différentes  régions  toujours  à  partir  des 

études d’expression de gènes  (Figure 14). On distingue ainsi  le noyau arqué  (Arc)  identifié 

par  Pomc,  le  noyau  ventromédial  (VM)  identifié  par  Nr5a1,  le  noyau  dorsomédial  (DM) 

identifié par Lhx8 et la région prémamillaire (PM) par Lef1 (Shimogori et al, 2010). La région 

PM régule les capacités reproductives (Donato et al., 2009). L’expression de tous ces acteurs 

chevauchent le domaine d’expression de Nkx2.1 exprimé dans cette région en réponse à  la 

signalisation Shh. Une zone hypothalamique latérale est également délimitée dans la partie 

tubulaire, qui exprime Lhx9 et Lhx6 (Shimogori et al., 2010). 

Les  noyaux  PVN,  Arc  ainsi  que  la  POA  contiennent  également  des  neurones 

neuroendocrines dites parvocellulaires qui sécrètent des hormones vers la glande pituitaire. 

En réponse par exemple à l’hormone  corticotrope  hypothalamique  provenant  de  ces 

neurones, la glande pituitaire synthétise l’hormone adrénocorticotrope (ACTH). 
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Ces  différents  noyaux  vont,  comme  le  SCh,  contrôler  le  rythme  circadien  mais 

également les fonctions de l’hypothalamus dans l’état de vigilance, la réponse au stress ou la 

faim (Saper, 2009). 

Enfin  dans  sa  partie  caudale,  Shh  et Nkx2.1  sont  exprimés  et  le  noyau mamillaire 

(NMM) se différencie par l’expression des gènes Otp, Sim1 et Foxb1 (Shimogori et al., 2010). 

Le dernier noyau de l’hypothalamus est situé entre la partie caudale de la zone mamillaire et 

la parie rostrale de la ZLI. C’est le noyau supramamillaire  (NSM)  qui  est  identifié  par 

l’expression d’Irx5 (Shimogori et al., 2010). La région caudale de l’hypothalamus est critique 

pour les capacités de mémoire, d’éveil et d’intervention en situations urgentes  (Vann and 

Aggleton, 2004). 

  Chacun de  ces noyaux  va  réguler une ou plusieurs  fonctions de l’hypothalamus et 

possède  au  cours du développement embryonnaire des  groupes de progéniteurs neuraux 

qui pourront sécréter des hormones spécifiques.  

D’autre part, le rôle de plusieurs facteurs de transcription est aujourd’hui identifié 

dans  la  spécification  neuroendocrine  de l’hypothalamus.  En  effet,  Brn2  va  permettre  la 

production des hormones AVP, OT et CRH (Nakai et al., 1995; Schonemann et al., 1995). La 

génération des neurones AVP, OT, CRH (corticotropinreleasing hormone), TRH (thyrotropin

releasing hormon) et SS  (somatostatine) va dépendre des gènes Sim1, Sim2, Arnt2 et Otp 

(Caqueret et al., 2005; Hosoya et al., 2001; Wang and Lufkin, 2000). La synthèse de la GHRH 

(Growth hormone releasing hormone receptor) dépend de l’expression du gène Gsh1 (Li et 

al.,  1996)  et  plus  récemment  semble  être  influencé  par  le  facteur  à  homéoboite  Bsx 

(McArthur and Ohtoshi, 2007). 

    4.3. Guidage axonal des neurones de l’hypothalamus ventral 

 
Afin de  connecter  les différentes  structures du  cerveau et permettre  la  circulation 

des  informations  entre  elles,  une  architecture  axonale  est  nécessaire.  Il  a  été  décrit  une 

architecture  axonale  « pionnière »  au  sein  du  cerveau  antérieur  en  développement, 

relativement  bien  conservée  entre  les  vertébrés  (Easter  et  al.,  1993; Mastick  and  Easter, 

1996; Ware and Schubert, 2011). Cette structure correspond au tractus ventrolongitudinal 

qui est composé du faisceau médiolongitudinal (MLF) et du tractus de la commissure post

optique (TPOC). Le MLF dérive des neurones de la frontière entre  le cerveau antérieur et le 

cerveau  moyen  et  le  TPOC  dérive  des neurones de l’hypothalamus  rostroventral.  Les
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neurones de l’hypothalamus ventral contribuent à la formation de la commissure post

optique avec l’aide des neurones du thalamus ventral et du chiasma optique.  De 

nombreuses molécules de signalisation ont été  identifiées pour permettre  la formation des 

tractus  puis  pour  conduire  les  projections  axonales  de  divers  neurones  au  travers.  Par 

exemple,  les  premiers  axones  des  neurones  MCH  (melaninconcentrating  hormon)  de 

l’hypothalamus sont guidés grâce à la NETRINE1 et SLIT2 dans le TPOC pour ensuite rejoindre 

le MLF  (Croizier et al., 2011). De  façon plus  générale,  la  signalisation  Slit/Robo permet  le 

positionnement dorsoventral des axones du TPOC et vont servir de guide aux projections 

axonales  au  niveau  de  la  commissure médiane  (Long  et  al.,  2004;  RicanoCornejo  et  al., 

2011). Le guidage des axones du TPOC semble également dépendre de PAX6 ainsi que de 

molécules d’adhérence comme les cadhérines (Andrews  and  Mastick,  2003;  Nural  and 

Mastick, 2004). 

D’autre part, des études chez le poissonzèbre ont montré le rôle de la voie Shh dans 

la  formation  des  noyaux  du  TPOC.  En  effet,  chez  des mutants  pour  le  gène  Smoothened 

(smo : slow muscle omitted), le TPOC se développe de façon aberrante et n’atteint pas son 

territoire cible. Bien que  les neurones hypothalamiques se développent correctement dans 

le noyau TPOC, la commissure postoptique ne se forme pas (Varga et al., 2001).  

 

4.4. Pathologies associées 

 
Des défauts de développement de l’hypothalamus semblent perturber le contrôle de 

sécrétion  des neuropeptides hypothalamiques dans l’organisme. Cela pourrait 

potentiellement  induire  des  pathologies  telles  que l’obésité, l’hypertension ou le diabète 

(Caqueret  et  al.,  2005;  Krude  et  al.,  1998;  Michaud,  2001;  O'Rahilly,  2009).  Des 

dysfonctionnements  neuroendocriniens  joueraient  également  un  rôle  dans  des  formes 

d’autisme et autres troubles du comportement  (pour revue  (Kelemenova and Ostatnikova, 

2009).  

Cependant, des pathologies du développement du  cerveau précoce ont également 

montré des perturbations ou des malformations de l’hypothalamus. Par exemple, dans le cas 

d’une dysplasie septooptique,  des  défauts  pituitaires,  du  nerf  optique  et  de  la  ligne 

médiane  du  prosencéphale  sont  observés.  Dans ce cas, il s’avère  que  la  source 

hypothalamique  de  Shh,  qui  assure  le  maintien  de  l’expression génique nécessaire au
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développement pituitaire et des vésicules optiques, est déficiente (Zhao et al., 2010; Zhao et 

al., 2012). Un des principaux gènes impliqués dans  les cas de dysplasie septooptique est le 

gène à homéoboite HESX1  (McCabe et al., 2011). HESX1 est exprimé au niveau de  la  ligne 

médiane de  l’hypoblaste et  joue un  rôle déterminant dans  le développement de  la  région 

pituitaire.  

Chez les patients HPE, les malformations de l’hypothalamus peuvent conduire à une 

dérégulation  du  contrôle  de  la  température  corporelle  et  un  déséquilibre  électrolytique 

pouvant entrainer des  convulsions  (Solomon et al., 2010). Parmi  les patients HPE  vivants, 

70%  souffrent  de diabète insipide en raison d’un déficit de l’hormone antidiurétique, la 

vasopressine, synthétisée normalement par l’hypothalamus (Hahn  et  al.,  2005).  Hahn  et 

collaborateurs (2005) ont montré que la sévérité du diabète insipide était corrélée au degré 

de nonséparation des lobes de l’hypothalamus chez des patients HPE. 

Par ailleurs, plusieurs études chez des patients HPE montrent que  lors de mutations 

perte de  fonction du gène GLI2, cible de  la voie Shh,  les patients pouvaient présenter des 

anomalies de l’hypophyse antérieure et/ou un hypopituitarisme perturbant alors le système 

hypothalamohypophysaire  (Bertolacini  et  al.,  2010;  Franca  et  al.,  2010;  Roessler  et  al., 

2003).  

D’autre part, de sévères défauts de la ligne médiane sont observés et sont associés à 

une HPE  chez des embryons de  souris porteurs de l’allèle hypomorphe ou nul pour  Fgf8. 

Chez ces embryons  les anomalies de la fonction endocrinienne de l’hypothalamus résultent 

d’une diminution des neurones arginine vasopressine et oxytocine dans les noyaux NSO, NSC 

et NPV (McCabe et al., 2011). Ces derniers travaux ont permis de faire un parallèle avec des 

patients  atteints  d’HPE  et  porteurs  de mutation  du  gène  FGF8.  En  effet,  des  défauts  au 

niveau de l’hypothalamus sont fréquemment observés dans le spectre de cette pathologie. 

L’étude anatomique de l’hypothalamus au cours du développement embryonnaire ainsi qu’à 

la  naissance  constitue  donc  un  outil  diagnostic  important  pour  l’HPE  (Hahn  and  Barnes, 

2010; Simon et al., 2000).  
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Figure 15. Etapes du développement embryonnaire chez le poulet de 4h à 72h.  

Dès les premières heures de la gastrulation le blastoderme s’allonge dans le sens 
antéropostérieur et permet la formation de la ligne primitive et du nœud de Hensen à son 

extrémité. La ligne primitive s’allonge de 4h à 18h puis régresse jusqu’à disparaître (72h). A 

la  fin  de  la  gastrulation,  une  zone  de  prolifération  au  niveau  du  nœud de Hensen va 

permettre  la  formation  de  la  notochorde.  Au niveau  des  parois  de  la  ligne  primitive  se 
forment les mésodermes latéraux et somitiques de l’embryon. Les plis neuraux permettent la 

formation du tube neural vers 24h et le neuropore antérieur permet sa fermeture vers 3033h 
d’incubation isolant le cerveau antérieur. L’embryon va commencer à subir une rotation de 

sa  partie  antérieure  vers  la  gauche  et  les  vésicules  cérébrales  se  différencient. 
L’organogenèse s’intensifie à partir de 72h d’incubation. 
D :  diencéphale ;  Eo :  épithélium  olfactif ;  Epy :  épiphyse ;  Lp :  ligne  primitive ;  M : 
mésencéphale ; Mt : métencéphale ; My : myélencéphale ;  Na :  neuropore  antérieur ;  NH : 
nœud de Hensen ;  Nt :  notochorde ;  So :  somites ;  Vo :  vésicules  optiques ;  Vot :  vésicules 
otiques ; T : télencéphale ; Tn : tube neural (Adapté de (Le Moigne, 1997) et DevBio.net). 
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5. Modèles animaux 

 
Lors de mes travaux de thèse j’ai  principalement  utilisé le modèle d’embryon de 

poulet propice aux études embryologiques fondamentales. En effet, l’embryon de poulet est 

très  accessible  et  des  outils  génomiques  sont maintenant  disponibles.  Le  développement 

embryonnaire précoce est très similaire entre les vertébrés. Il est donc judicieux de travailler 

sur ce modèle où les mécanismes moléculaires étudiés pourront être transposés par la suite 

au développement embryonnaire humain. 

5.1. Modèle d’embryon de poulet 

 
La classification d’Hamburger et Hamilton (Hamburger and Hamilton, 1992) établit 

dans  le  temps  les  stades  de  développement  embryonnaire  et  les  structures  associées 

observables.  Cette  classification  sera  utilisée  pour  nommer  les  différents  stades  chez 

l‘embryon de poulet. Le développement rapide de l’embryon de poulet au cours des stades 

précoces  constitue  également  un  atout  important.  En  effet,  après  seulement  deux  jours 

d’incubation (HH5), les différents axes de symétrie sont en place et la neurulation débute. 

 Le développement du  système nerveux a été  très étudié chez  le poulet et est  très 

similaire à celui de la souris et de l’homme. Il existe cependant une différence majeure. En 

effet, c’est l’hypoblaste qui est responsable de l’induction neurale antérieure chez l’embryon 

de poulet alors que ce rôle est joué par l’EVA chez les mammifères  (de Souza and Niehrs, 

2000). Alors que  l’hypoblaste et  l’EVA diffèrent par  leur  composition  cellulaire, l’étude de 

l’expression des marqueurs moléculaires  tels  que  Nodal  et  ses  antagonistes  Lefty  et 

Cerberus,  révèle  leur équivalence  (Beddington and Robertson, 1999). L’hypoblaste va donc 

comme l’EVA préserver la plaque neurale antérieure des facteurs caudalisants. 

 Au cours de la neurulation, le tube neural se referme antérieurement autour de 30

33h  de  développement  (HH10)  puis  postérieurement  après  44h  (HH12). L’embryon va 

ensuite  perdre  son  aspect  plan  et  subir  une  rotation  de  la  partie  antérieure  lors  du 

développement des vésicules cérébrales (HH14) (Figure 15).  

5.2. Intérêt du modèle d’embryon de poulet  

 
La  large  taille  de  l’embryon  et  sa morphologie  plane  jusqu'à  la  segmentation  des 

vésicules cérébrales, font de l’embryon de poulet un modèle facilement observable pour des
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études in vitro et in vivo. Des ablations ou greffe de structure in ovo sont réalisables afin de 

déterminer  leur  rôle au cours du développement. C’est d’abord chez l’embryon de poulet 

que  le  rôle  de  la  plaque  préchordale  a  été mis  en  évidence  dans  la  régionalisation  du 

prosencéphale.  En  réalisant  une  ablation  de  la  plaque  préchordale,  Pera  et  Kessel  ont 

produit  des  embryons  développant  une  cyclopie  caractéristique  du  phénotype HPE  (Pera 

and Kessel, 1997) (Figure 3). L’organisation plane de l’embryon au cours du développement 

précoce permet également d’utiliser des techniques comme l’électroporation. De plus,  sa 

transparence  en  fait  un modèle très utilisé pour l’analyse d’expression de gènes par 

hybridation  in situ.  Des cultures d’embryons ex ovo en roller sont également réalisables et 

permettent  de  traiter un grand nombre d’embryons  avec  des molécules  spécifiques  aux 

stades de développement souhaités  (Dupé and Lumsden, 2001). Le génome du poulet est 

séquencé depuis 2004 et de nombreux outils génomiques sont mis à disposition comme des 

puces à ADN (Li et al., 2008). 

5.3. Modèle d’embryon de souris 

 
Pour étudier  les mécanismes du développement embryonnaire  le modèle souris est 

incontournable. En effet,  les outils de  transgénèse qui ont été développés pour ce modèle 

permettent maintenant de définir la fonction d’un gène dans un tissu donné ou à un stade 

donné du développement. 

Il est  important de noter que les blastulae chez l’Homme, la souris et le poulet sont 

similaires au niveau de la formation des futurs tissus embryonnaires à partir d’un seul 

épithélium. Cependant ce dernier est plan chez l’Homme et le poulet mais forme une coupe 

chez la  souris.  Elle  renferme  l’endoderme  viscéral  antérieur  (EVA)  (Beddington  and 

Robertson, 1999). Le nœud primitif va générer comme les autres centres organisateurs des 

vertébrés la ligne médiane de l’embryon avec la plaque préchordale et  la notochorde. Des 

signaux de ces cellules vers l’épiblaste permettront l’induction de la tête.  La  plaque 

préchordale est  la  structure  la plus  conservée au  sein des vertébrés dans  les mécanismes 

d’induction de la tête ce qui nous permet  de  réaliser  des  parallèles  entre  organismes 

modèles (de Souza and Niehrs, 2000).  

A la fin de ma thèse, j’ai lancé la production d’embryons de souris au sein de l’équipe 

afin d’apporter une validation supplémentaire aux résultats que j’ai obtenu chez l’embryon 

de  poulet. Une  correspondance  des  stades  de  développement  est  établie  entre  les  deux
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modèles et il est ainsi possible d’étudier les  mêmes  processus  (HH12  chez  le  poulet 

correspond au stade E10.5 chez la souris). Cependant, les résultats étant très préliminaires, 

ils ne seront pas présentés dans ce travail.  
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Figure 16. Représentation des différentes formes principales d’HPE. 

 A. Sévérité croissante des malformations cérébrales identifiées pour l’HPE. B. Les différentes 
anomalies de la face observées chez des patients HPE allant d’un hypotélorisme à la cyclopie. 
(Adapté de Nishimura and Okamoto, 1976).  
 
 
 
  

          
Tableau 1. Exemples de  signes radiologiques des formes classiques d’HPE. 

 (D’après (Hahn and Barnes, 2010)). 
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II. L’ Holoprosencéphalie, une pathologie du cerveau 
antérieur 

1. Définition 

 
L’Holoprosencéphalie (HPE) correspond à une malformation congénitale cérébrale 

qui  affecte  le  développement  du  cerveau  antérieur  très  précocement. L’HPE résulte d’un 

défaut de différenciation de  la  ligne médiane entraînant une anomalie de clivage des deux 

hémisphères cérébraux au niveau du prosencéphale. L’HPE est considérée comme la plus 

fréquente des malformations congénitales du cerveau puisque retrouvée dans 1 cas sur 250 

produits d’avortements (Orioli and Castilla, 2010) tous types confondus et dans 1 cas pour 

16 000 naissances  (Cohen, 1989; Ming and Muenke, 1998; Ming et al., 1998; Muenke and 

Cohen, 2000). Cette importante différence de fréquence reflète une incompatibilité entre la 

vie et les HPE sévères. 

2. Sévérité et classification anatomique 

 
L’HPE englobe divers phénotypes avec des niveaux de sévérité variables. Trois grands 

types d’HPE ont été définis et sont classés selon leur degré de gravité (Demyer and Zeman, 

1963) (Figure 16). A la vue de l’étendue du spectre phénotypique de l’HPE, une classification 

anatomique  a  été  adoptée  pour  répertorier  les  malformations  associées  au  degré  de 

sévérité et ainsi améliorer  le diagnostic prénatal. Par exemple,  la neuroimagerie a permis 

d’affiner le spectre de l’HPE et d’associer plus précisément certains aspects cérébraux au 

différentes formes (Tableau 1) (Hahn and Barnes, 2010).  

 

La forme alobaire constitue la forme la plus sévère de l’HPE et est due à une absence 

totale de division des  lobes. Elle  entraîne une microcéphalie, l’absence de séparation des 

hémisphères cérébraux ou encore la fusion ou l’absence d’annexes cérébrales (corps calleux, 

thalamus). Cette forme d’HPE englobe un large spectre d’anomalies de  la face comme une 

absence de nez, la présence d’un proboscis (trompe descendant entre les orbites) ou une 

ethmocéphalie caractérisée par un hypotélorisme grave. Dans les formes les plus sévères, il 

est décrit une cyclopie en référence aux créatures mythologiques possédant un œil unique.  
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La  forme  semilobaire est  moins  sévère  mais  les  anomalies  associées  sont 

équivalentes. On observe également la présence d’un ventricule unique bien qu’une scissure 

intrahémisphérique  soit  visible  au  niveau  postérieur.  Les  annexes  cérébrales  comme  les 

bulbes olfactifs  sont peu ou mal développées et de nombreuses malformations de  la  face 

ont été décrites (Mercier et al., 2011).  

La  forme  lobaire correspond  à  la  forme  la  moins  sévère  car  les  hémisphères 

cérébraux sont séparés. Cependant les lobes frontaux sont toujours légèrement fusionnés au 

niveau ventral et les annexes cérébrales peuvent également être fusionnées ou absentes. En 

termes  de malformations  faciales,  on  observe  des  anomalies  plus modérées  comme  un 

hypotélorisme ou une  incisive médiane unique. On distingue  également des microformes 

d’HPE pour lesquelles les anomalies vont être plus  subtiles mais  relèvent du  spectre HPE. 

Cela comprend par exemple, la fente palatine, l’absence de bulbes olfactifs ou une agénésie 

du corps calleux (Figure 16). 

3. Pronostic 

 
Les patients atteints d’HPE ont une mortalité élevée. Les fœtus porteurs de la forme 

alobaire, avec des anomalies très sévères comme la cyclopie, ne survivent généralement pas 

au delà de la première semaine de vie et dans les cas d’anomalies moins sévères les enfants 

décèdent dans  les 45 premiers mois à une année. Les patients porteurs d’une microforme 

ont une espérance de vie identique à la population générale (Solomon et al., 2010). 

4. Etiologie de l’HPE  

 
L’HPE  d’origine génétique  a  longtemps  été  considérée  comme  une  maladie  à 

transmission  autosomique  dominante,  à  pénétrance  incomplète.  Aujourd’hui, les 

nombreuses études épidémiologiques sur des cohortes de patients et  les modèles animaux 

nous ont amenés à envisager un autre mode de transmission. 

En  effet,  l’hypothèse d’une maladie multigénique semble plus probable. On 

répertorie aujourd’hui des causes exogènes et/ou  génétiques  comme  responsable  de 

l’apparition de l’Holoprosencéphalie. Cela définit un modèle pour l’HPE dit « multihit » car 

plusieurs événements d’origine différente peuvent intervenir dans l’apparition de la 

pathologie (Mercier et al., 2011; Roessler and Muenke, 2010).  
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Au  niveau  environnemental,  certaines  pathologies maternelles  comme  le  diabète 

(Barr  et  al.,  1983)  ou l’exposition de façon générale à des produits tératogènes  comme 

l’acide rétinoïque ou l’alcool (Cohen and Shiota, 2002) peuvent augmenter la susceptibilité à 

l’apparition d’une HPE chez le fœtus. Par exemple, des souris femelles absorbant des dérivés 

d’alcool produisent des embryons avec de nombreuses anomalies craniofaciales  et  des 

déficiences de  structures du cerveau avec une vésicule  télencéphalique unique  (Rogers et 

al., 2004). Récemment, une étude a présenté que l’éthanol était effectivement un facteur de 

risque de l’HPE chez les individus génétiquement prédisposés. Ils ont pour cela généré un 

modèle murin déficient pour un effecteur de la voie Shh, très impliquée lors de la formation 

du cerveau antérieur, afin d’évaluer les facteurs de risque environnementaux de l’HPE (Bae 

et al., 2011).  

On distingue également des   cas d’HPE dite  syndromique lorsqu’elle est associée à 

d’autres syndromes polymalformatifs dont les plus fréquemment retrouvés sont :  le 

syndrome  de  SmithLemliOpitz  (Weaver  et  al.,  2010)  et  le  syndrome  CHARGE 

(Colombomata, Heart  defect,  choanal  Atresia,  growthand/or  developemental  Retardation 

(Lin et al., 1990)).  

Des  anomalies  chromosomiques  sont  aussi  identifiées  dans  environ  20%  des  cas 

d’HPE. On retrouve principalement des cas d’aneuploïdie  où  le  plus  fréquemment  sont 

observées des trisomies 13 et 18 ainsi que des cas de triploïdie (Epstein et al., 1988).  

Par ailleurs, on distingue  les cas d’HPE dite d’origine génétique. La cartographie des 

délétions chez des patients HPE a facilité l’identification des premiers gènes liés à l’HPE. Par 

la suite, des travaux de recherche ont démontré une fréquence élevée de microdélétions ou 

mutations ponctuelles pour ces gènes (Bendavid et al., 2006). Deux catégories de gènes ont 

ainsi été déterminées : les gènes dits « majeurs », SHH, ZIC2, SIX3 et TGIF, que l’on retrouve 

dans plus de 1% des cas d’Holoprosencéphalie diagnostiqués (Solomon et al., 2010). Parmi 

ceuxci, SHH est considéré comme  le gène majeur car  retrouvé dans 12% des cas. Puis  les 

gènes mineurs  tels que PTCH1, GLI2, NODAL ou  FGF8, dont la fréquence d’apparition est 

inférieure  à  1%.  Tous  ces  gènes  sont retrouvés à l’état hétérozygote  (Arauz  et  al.,  2010; 

Belloni et al., 1996; Dubourg et al., 2007; Roessler et al., 1996). La majorité de ces gènes est 

clairement  identifiée  dans  des  processus  du  développement  du  cerveau  antérieur  et 

appartiennent  tous  aux  voies  de  signalisation  précédemment  décrites  (Chapitre  I).  
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En effet, la voie Shh régule le développement du cerveau antérieur et une déficience 

de Shh ou des composants de sa cascade de signalisation conduit à la formation d’HPE (pour 

revue (Briscoe and Therond, 2013)). En outre, les autres voies de signalisation vont avoir une 

incidence sur l’holoprosencéphalie comme la voie Nodal. L’utilisation des modèles vertébrés 

a permis d’établir le rôle normal des gènes HPE et de déterminer comment leur perturbation 

peut entraîner une pathologie chez l’Homme. Les 13 gènes liés à l’HPE jouent des rôles 

cruciaux au  sein de  trois grandes voies de  signalisation Nodal, Shh et Fgf ou  interagissent 

avec elles lors du développement 

    4.1. La voie Shh, majeure dans d’Holoprosencéphalie 

 
Le  ligand Sonic Hedgehog (SHH),  le récepteur PATCHED homologue 1 (PTCH1) et  les 

cofacteurs  DISPATCHED  (DISP),  CDON  et GAS1  sont nécessaires à l’activité de la voie de 

signalisation Shh et ont été retrouvés dans des cas d’HPE. 

Le gène SHH, situé en 7q36, fut  le premier gène HPE  identifié. En effet,  la mutation 

retrouvée à l’état hétérozygote dans 5 familles multiplex à transmission dominante de l’HPE 

a  rapidement  confirmé  son  implication  (Belloni  et  al.,  1996;  Roessler  et  al.,  1996). 

Aujourd’hui, une centaine de mutations uniques dans le gène SHH a été identifiée pour leur 

implication dans l’HPE (Mercier  et  al.,  2011;  Roessler  et  al.,  2009a). Il s’agit notamment 

d’anomalies du  cadre de  lecture, de mutations nonsens et  fauxsens dans des domaines 

fonctionnels ou conservés.  

Des anomalies dans la voie Shh sont la cause la plus fréquente d’apparition d’HPE. En 

ce  sens,  le  gène  SHH  est considéré aujourd’hui comme le gène majeur  de 

l’Holoprosencéphalie avec des anomalies  retrouvées dans environ 12 % des cas. De  façon 

surprenante,  les  mutations  ou  délétions  hétérozygotes  du  gène  SHH  chez  les  patients 

atteints  sont  héritées  dans  environ  70%  des  cas.  Comme  décrit  dans  les  chapitres 

précédents, son  inactivation  fonctionnelle  chez  la souris provoque à l’état homozygote un 

phénotype HPE alors que les animaux hétérozygotes ne présentent pas d’anomalies (Chiang 

et al., 1996; Hayhurst and McConnell, 2003).  

Par  ailleurs,  la  voie  de  signalisation  Shh  jouerait  un  rôle  dans  les  ciliopathies, 

pathologies affectant le développement du système nerveux central. En effet, des anomalies 

de formation ou de fonctionnement de cils primaires réduisent  la signalisation Shh dans  le 

tube neural chez la souris (Abdelhamed et al., 2013).  
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Des mutations chez des patients ont également été  identifiées dans  le gène PTCH1 

qui code pour PATCHED1 un récepteur de SHH (Ming et al., 2002). PATCHED1 est également 

un inhibiteur de SMOOTHENED (SMO) responsable de l’activation des gènes cibles de la voie 

SHH  (cf Chapitre  I.1.2.1). Plusieurs mutations PTCH1  sont  liées à l’HPE, dont deux dans le 

domaine  extracellulaire  au  niveau  de  la  séquence  interagissant  avec  le  ligand  SHH. Deux 

autres  mutations  se  trouvent  dans  les  domaines  intracellulaires  qui  pourraient  être 

nécessaire à l’interaction entre PTCH1 et SMO. 

Par ailleurs, plusieurs cofacteurs nécessaires à  la signalisation Shh ont été  impliqués 

dans l’HPE. Tout d’abord, le gène DISP  codant pour la protéine DISPATCHED est nécessaire à 

la  libération  de  Shh  de  son  lieu  de  synthèse.  Des mutations  tronquantes  ainsi  que  des 

délétions  ont  été  identifiées  chez  des  patients  porteurs  de microformes  (Roessler  et  al., 

2009a). Bien que DISP possède un patron d’expression étendu, il est enrichi dans les régions 

de signalisation Shh élevée comme la plaque neurale, la notochorde et le cerveau antérieur 

ventral.  Chez  la  souris  et  le  poissonzèbre,  une  perte  de  fonction  de  Disp  entraîne  un 

phénotype typique d’une carence de SHH  (Caspary  et  al.,  2002;  Kawakami  et  al.,  2002; 

Nakano et al., 2004).  

Ensuite  des mutations du  gène GAS1  ont  été  récemment décrites  par  une  équipe 

Brésilienne dans des cas d’HPE et deux cas ont également été répertoriés en association 

avec  une mutation  dans  le  gène  SHH  ou  ZIC2  (PinedaAlvarez  et  al.,  2012;  Ribeiro  et  al., 

2010). Le gène GAS1 code pour un corécepteur de  la voie Shh  se  liant avec PTCH1. GAS1 

(Growth arrestspecific  1)  a  été  initialement décrit pour son rôle dans l’arrêt du cycle 

cellulaire en G(0)/G(1). Cependant, notre équipe a réalisée  le séquençage de GAS1 sur une 

cohorte de 100 patients porteurs d’un phénotype HPE mais aucune mutation n’a pu être 

identifiée (communication personnelle). 

Un  autre  corécepteur  de  SHH,  CDON  présente  des  mutations  qui  semblent 

prédisposer à l’apparition d’une HPE.  Sa  liaison  avec  PTCH1  et  GAS1  est  nécessaire  à 

l’activation de  la voie Shh  (Bae et al., 2011). En combinant des facteurs environnementaux 

comme la prise d’éthanol avec des mutations  de  Cdon  chez  des  souris  il  est  possible 

d’augmenter la susceptibilité  à l’HPE (Hong and Krauss, 2012). 

Des mutations perte de fonction de GLI2, le principal effecteur de Shh, entraînent un 

phénotype d’HPE associé à des anomalies de l’hypophyse antérieure ou un hypopituitarisme 

(Roessler et al., 2003). 
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    4.2. La voie Nodal   

 
De  la même  façon que pour Shh, des gènes de  la voie Nodal ont été associés dans 

quelques cas d’HPE. La présence de mutations dans des gènes de  la voie Nodal  reste  rare 

chez les  enfants HPE  vivants  (Roessler  et  al.,  2008)  indiquant  que  les  embryons  avec  un 

défaut  sévère de  signalisation Nodal ne  sont probablement pas  viables.  En  effet,  le  gène 

NODAL est  fortement  impliqué dans  la  spécification de  la plaque préchordale où  il  induit 

l’expression de  SHH  mais également dans l’établissement de l’axe antéropostérieur  de 

l’embryon. Les études sur les modèles animaux suggèrent que cette voie est 

particulièrement essentielle dans les tous premiers stades de développement (Carp, 2008).  

FOXH1  (ou  FAST1)  code  pour  un  facteur  cotranscriptionnel  capable  de  lier  les 

protéines  SMAD2/4  intervenant  dans  la  voie  Nodal.  Les  souris mutantes  pour  Foxh1  ne 

présentent  pas  de  plaque  préchordale  ni  de  notochorde.  Leur  cerveau  antérieur  est 

sévèrement  hypoplasique  (Hoodless  et  al.,  2001).  De même,  chez  le  poissonzèbre,  des 

mutations  ont  été  identifiées  pour  foxh1  et  provoquent  la  perte  ou  la  diminution  de  la 

plaque préchordale, causant de sévères défauts du cerveau antérieur entrant dans le spectre 

HPE (Brand et al., 1996; Schier et al., 1996). Parmi  les mutations de FOXH1  identifiées chez 

les patients HPE certaines perturbent  le domaine Forkhead de  liaison à l’ADN ainsi que  les 

domaines d’interaction avec les protéines SMAD (Roessler et al., 2008). 

TDGF1  (ou CRIPTO) est un  cofacteur  indispensable  à  la  voie Nodal  responsable en 

autre de la mise en place de la ligne médiane et du réseau neuronal (de la Cruz et al., 2002). 

Une  mutation  fauxsens  a  été  identifiée  chez  un  patient  avec  une  microforme  HPE 

(hypoplasie du corps calleux) dans le domaine CFC nécessaire à la liaison de la protéine sur le 

récepteur  TGF de  type  I. Cependant,  lorsque  la mutation  est  restaurée  chez  le poisson

zèbre, le protéine reste non fonctionnelle ; suggérant que la malformation observée chez le 

patient  serait due  à  une  haploinsuffisance  de  TDGF1  (de  la  Cruz  et  al.,  2002). Une  autre 

mutation chez un patient présentant une HPE semilobaire a été identifiée dans un domaine 

nécessaire à la fixation de la protéine à la membrane cellulaire. Toutefois, chez des mutants 

invalidés  pour  la  signalisation  Notch  (oep),  cette  protéine  mutée  peut  restaurer  le 

phénotype  (Schier et al., 1997). Ces observations continuent de renforcer l’hypothèse que 

des  interactions  entre  plusieurs  déficiences  génétiques  et  effets  environnementaux  sont 

responsables de la variabilité de la pénétrance de l’HPE. 
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4.3. SIX3 et HPE 

 
Le gène SIX3 est localisé en 2p21 et les 4 premières mutations ont été publiées dans 

une forme familiale d’HPE (Wallis et al., 1999). Des mutations de SIX3 sont identifiées dans 

5% des cas d’HPE (Lacbawan et al., 2009; Solomon et al., 2009). SIX3 code pour un facteur de 

transcription à Homéoboite exprimé  chez  les mammifères au niveau de  la plaque neurale 

antérieure  puis  dans  le  prosencéphale.  Il  est  homologue  au  gène  sine  oculis  chez  la 

Drosophile impliqué dans le développement du prosencéphale et de l’œil. Les travaux chez 

la souris suggèrent qu’un défaut d’interaction directe entre Six3 et la voie de signalisation de 

Shh soustendent le développement de l’HPE (Geng et al., 2008). 

4.4. ZIC2 et HPE 

 
ZIC2 code pour un  facteur de transcription à doigt de zinc,  identifié en 13q32.2. Ce 

facteur  de  transcription  joue  un  rôle  déterminant  au  cours  de  la  régulation  du 

développement du cerveau antérieur comme lors de la neurulation en interagissant avec les 

protéines  GLI  inhérentes  à  la  voie  de  signalisation  Shh.  On  retrouve  des  délétions  ou 

mutations  du  gène  ZIC2  dans environ 9% des cas d’HPE à phénotypes sévères,  souvent 

associé à des anomalies  faciales mineures. De plus,  il apparaît que  les  réarrangements du 

gène ZIC2 sont rarement hérités (Mercier et al., 2011; Roessler et al., 2009b; Solomon et al., 

2009).  Les  souris  mutantes  pour  Zic2  présentent  de  sévères  malformations  du  cerveau 

antérieur  avec une  forte diminution des neurones  cholinergiques  (Hatayama  et  al., 2011; 

Warr et al., 2008).  

    4.5. TGIF et HPE 

 
Le gène TGIF, situé en 18p11.3 implique les voies de signalisation NODAL et de l’acide 

rétinoïque dans l’HPE (Powers et al., 2010). En effet, ce répresseur transcriptionnel exprimé 

dans le système nerveux, module les gènes intervenant dans la dorsalisation (Knepper et al., 

2006). Les mutations de TGIF dans les cas d’HPE  s’avèrent le plus souvent héritées mais leur 

fréquence d’apparition reste cependant assez faible (1 à 2%). Ceci pourrait être expliqué par 

la  redondance  fonctionnelle  entre  TGIF1  et  TGIF2    au  cours  du  développement  du 

prosencéphale (Shen and Walsh, 2005).   
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Figure 17. Proposition d’un réseau de gènes impliqués dans le développement du cerveau 

antérieur et identifiés dans des cas d’Holoprosencéphalie.  

A. La plaque préchordale est représentée par un rectangle blanc. Le carré bleu qui l’entoure 

regroupe les étapes critiques identifiées dans l’apparition d’HPE alobaire. Dans le rectangle 

orange sont représentés les étapes et gènes retrouvés de la forme semilobaire de l’HPE et les 

rectangles vert et gris ceux pour  les  formes  lobaires et mineures de l’HPE. B et C. Patrons 
d’expressions de gènes critiques pour l’HPE aux stades E9.0 et E10.5  (Adapté de  (Geng and 
Oliver, 2009)). 
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4.6. La voie FGF 

 
Plus récemment, la voie de signalisation FGF a été reliée à l’HPE via des mutations 

dans  le  gène  FGF8  (Arauz et al., 2010).  L’inactivation de Fgf8  chez  la  souris entraîne une 

anomalie du diencéphale ventral et des dysfonctionnements hypothalamiques et pituitaires 

(McCabe et al., 2011). Chez des souris mutantes pour  la voie Wnt menant à une perte de 

fonction de  la caténine, l’expression de Fgf8 est dramatiquement diminuée au niveau de 

l’ANR et de l’ectoderme facial chez les embryons associés à des défauts de développement 

du  prosencéphale  (Wang  et  al.,  2011b).  Plus  particulièrement,  la  protéine  FGF8  dans  le 

modèle murin d’HPE, joue un rôle important dans la différenciation du prosencéphale (Arauz 

et al., 2010; Storm et al., 2006).  

Une  autre  étude  chez  un  double  mutant  pour  les  récepteurs  Fgfr1/ ;  Fgfr2/, 

démontre  que  la  signalisation  Fgf  agit  en  aval  de  Shh  et  Gli3  pour  spécifier  les  cellules 

télencéphaliques (Gutin et al., 2006).  

 

En  résumé,  l’ensemble de ces patients HPE conforte l’existence d’une  régulation 

croisée  entre  plusieurs  voies  de  signalisation  au  cours  du  développement  précoce  du 

cerveau (Figure 17).  

 

5.  Le modèle multihit 

 
A  la vue du spectre phénotypique et des multiples voies de signalisation  impliquées 

dans l’HPE, il est suggéré que cette pathologie relève d’un mode de transmission « multi

hit ». Cela signifie qu’un ou plusieurs évènements sont nécessaires pour provoquer 

l’apparition de l’HPE. Cette hypothèse est également étayée par les cas de digénismes 

observés chez l’animal et chez l’Homme. 

5.1. Le digénisme chez l’Homme 

 
L’HPE est une pathologie à expressivité variable. Il a ainsi été observé chez des 

familles porteuses d’une mutation du gène SHH des formes sévères d’HPE mais également 

des microformes ou des personnes apparentées sans symptômes HPE (Roessler et al., 1996). 

On retrouve ce profil également pour les 3 autres gènes majeurs. La mutation d’un gène dit
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Tableau 2. Cas de digénisme rapportés chez l’Homme.  

Dans  le cas du digénisme TGIF/ TGIF,  les mutations sont héritées de parents hétérozygotes. 
Parmi les autres doubles mutations, certaines sont héritées d’un des deux parents et la 

seconde est survenue de novo. Dans le cas de ZIC2 et GLI2, les mutations sont héritées d’un 

seul  parent  porteur  des  deux mutations. Dans  les  cas  des  doubles mutations  SHH ;ZIC2 et 
SIX3 ;ZIC2 l’information n’a pas pu être obtenue.   
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majeur pour l’HPE n’est dont pas suffisante au développement d’un cas sévère  de  la 

pathologie. Ceci est renforcé par l’observation de doubles  mutations  dans  un  certain 

nombre de cas d’HPE chez l’Homme (Tableau 2).  

Par exemple, une étude a montré que SIX3 était capable de se lier sur une séquence 

enhancer (SBE2) de Shh. Le séquençage de cette région chez une cohorte de patients HPE a 

révélé la présence d’un variant nucléotidique. Il s’avère  que  la  présence  de  ce  variant 

augmente le risque de développer d’une HPE (Jeong et al., 2008).  

5.2. Le digénisme chez le modèle murin 

 
Les modèles murins ont apporté de forts arguments en faveur de l’hypothèse multi

hit de l’HPE. En effet, plusieurs modèles de souris porteuses de mutations sur un seul gène 

ne présentent pas de phénotype HPE alors que dans le cas de mutations hétérozygotes sur 

deux gènes un phénotype HPE est observé. L’haploinsuffisance de plusieurs gènes semble 

donc  nécessaire  pour l’apparition  d’un phénotype  HPE  (pour  revue  (Krauss,  2007)).  Il  a 

également été montré que l’inactivation de Gas1 provoque différents défauts du tube neural 

et de la face, de façon Shh dosedépendante (Figure 18). De même, une inhibition totale de 

deux  gènes  HPE  mineurs  tels  que  Cdo/ ;Gas1/  apparaît  nécessaire  pour  obtenir  un 

phénotype HPE ce qui renforce la notion d’effet dose dans l’apparition d’un phénotype HPE 

(Allen et al., 2007). 

De  plus,  les modèles murins ont permis de mettre en évidence le fait qu’un 

phénotype HPE apparaît également lors de l’inactivation de gènes appartenant à une même 

voie de signalisation ou pas. C’est respectivement le cas chez des doubles mutants  (Nodal; 

Smad2)  ou  des  antagonistes  des  BMP  et  des  gènes  de  la  voie  Nodal  (Chd/Nodal ; 

Nog/Smad3) (Anderson et al., 2002; Yang et al., 2010). Par ailleurs, chez les doubles mutants 

Bmpr1a ;Bmpr1b, on observe un phénotype HPE associé à une perte des cellules de la ligne 

médiane dorsale du télencéphale qui n’est pas observée chez les mutants Shh/.  Ceci 

suggère que plusieurs mécanismes  indépendants au cours du développement soustendent 

l’ontogénèse de l’HPE (Fernandes et al., 2007). 

 

Dans ces études de digénisme chez la souris, il est important de prendre en compte le 

fond génétique dans l’apparition du phénotype HPE. En effet, les souris Cdo  / développent
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Figure 18. Défauts craniofacial et squelettique chez des mutants Gas1 et Shh. 

 Les  interactions génétiques entre Gas1 et Shh provoquent des anomalies craniofaciales et 
une  anomalie  du  développement  du  cerveau  antérieur.  AE.  Vues  latérales  de  têtes 
d’embryons de souris au stade E18.5 avec un marquage du cartilage (en bleu) et des os en 

(rouge).  Les  flèches  noires  indiquent  les  bourgeons maxillaires  et  les  flèches  blanches  les 
structures mandibulaires. L’os pariétal est indiqué par un astérisque. FJ. Vues  frontales de 
têtes d’embryons de souris au stade E10.5. Les accolades mettent en évidence la fusion 

progressive des bourgeons nasaux en fonction de l’inactivation de la voie Shh.  KO. 
Hybridation in situ de Nkx2.1 sur des embryons de souris au stade E9.5. Les flèches indiquent 
le cerveau antérieur et les astérisques désignent la glande thyroïde. (Échelle 50µm) (D’après 

(Allen et al., 2007)). 
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des phénotypes HPE  semilobaire  sur un  fond génétique pur C57BL/6 mais  seulement des 

microformes  sur  un  fond  génétique mixte  (Helms  et  al.,  2005;  Zhang  et  al.,  2006).  Des 

facteurs  modificateurs  dus  au  fond  génétique  des  individus  semblent  insuffisants  pour 

induire un phénotype HPE mais peuvent  influencer  la régulation des voies de signalisation 

impliquées.  

 

6. Travaux de l’équipe sur l’Holoprosencéphalie  

 
L’équipe du Pr.  Véronique  David  travaille  depuis  1996  sur  la  thématique  de 

l’Holoprosencéphalie. Elle a mis en place un réseau européen  de  recueil  de  données 

cliniques et de prélèvements de patients porteurs d’HPE. A partir de ce réseau une base de 

donnée  informatisée a été constituée  (http://webpub.churennes.fr/extranetdim/holopro). 

Cette cohorte est à l’origine du centre de référence de Rennes et elle contient aujourd’hui 

près  de  800  proposants  et  leurs  apparentés  soit  au  total  1500  individus.  Ce  travail  de 

recrutement est réalisé en étroit partenariat avec l’Unité de Génétique Médicale de Rennes 

et  le Centre Labellisé pour  les Anomalies du Développement (CLAD) dirigés par  le Pr Sylvie 

Odent. 

Ces dernières années des collaborations internationales regroupant des cohortes de 

patients ont permis d’étudier une population d’effectif  important  (Dubourg  et  al.,  2011; 

Mercier et al., 2011; Roessler et al., 2009a; Solomon et al., 2010). Des corrélations génotype

phénotype décrites précédemment par Solomon et collaborateurs en 2010 puis en 2011, ont 

pu ainsi être établies  au sein de l’équipe (Mercier et al., 2011). Aujourd’hui, le diagnostic 

moléculaire de l’HPE est effectué dans le laboratoire de Génétique Moléculaire du Centre 

Hospitalier Universitaire de Rennes sur les gènes majeurs décrits dans cette pathologie. Ceci 

permet d’alimenter et de mettre à jour la base  de  données répertoriant les cas d’HPE. 

Cependant seulement 22% des cas présentent une anomalie moléculaire caractérisée. 

Différentes  stratégies  de  recherche  de  nouveaux  gènes  candidats  ont  donc  été 

adoptées  par  les  différentes  équipes  travaillant sur l’Holoprosencéphalie. En effet, dans 

l’équipe du Pr Muenke au NIH, un séquençage systématique a été réalisé sur des gènes 

participant aux voies de signalisation déjà impliquées dans l’HPE telles que les voies Shh et 

Nodal  (Ming et al., 2002). L’équipe de Rennes a plutôt utilisé une approche globale pour 
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Figure 19. Cartographie répertoriant les délétions et les gènes impliqués dans l’HPE.  

Les  délétions  détectées  par  analyse  de  caryotype  sont  représentées  en  kaki,  les 
réarrangements  identifiés  par  MLPA  sont  représentés  en  vert.  Les  délétions 
submicroscopiques de novo et héritées  identifiés par CGHarray  sont  représentées en bleu. 
Les gènes majeurs sont en rouge et les gènes mineurs en orange (Bendavid et al., 2010).  
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rechercher  de  nouvelles  bases  moléculaires  de l’HPE. Une première étude a permis 

d’explorer les zones subtélomériques par la  technique  de  MLPA  (Multiplex  Ligation

dependent  Probe  Amplification)  (Bendavid  et  al.,  2007). Ceci a permis d’affiner les loci 

subtélomériques déjà répertoriés et d’identifier des réarrangements subtélomériques et 

subcentromériques.  

Forte des résultats obtenus par cette première approche l’équipe a mis en place une 

étude  par  hybridation  génomique  comparative  (CGH  array)  qui  a  permis  de  mettre  en 

évidence  des  réarrangements  génomiques  dans  17%  des  cas  (Bendavid  et  al.,  2006; 

Bendavid et al., 2010). Ce travail a été réalisé sur des patients pour lesquels l’étiologie de la 

maladie n’avait pas été précédemment identifiée (Figure 19). 

 

Aujourd’hui la recherche de délétions ou mutations au niveau des principaux gènes 

connus sur les cohortes de patients réunis par plusieurs équipes, ne permet d’expliquer que 

30% des cas d’HPE génétiques (Mercier et al., 2011). Dans le but d’élucider les 70% restants, 

une recherche active de nouveaux gènes candidats est effectuée au laboratoire. 

7. Recherche de nouveaux gènes candidats : le cas de DLL1 

 
Dans le cadre de la recherche de nouveaux gènes candidats, l’équipe a poursuivi son 

étude  de  micro  réarrangements  chromosomiques  par  CGHarray  sur  une  cohorte  plus 

étendue  de 260 patients recrutés grâce au centre de référence pour l’HPE à  Rennes.  Ce 

travail a permis de caractériser une  région  redondante de 2.2Mb en 6qter délétée chez 4 

patients atteint d’HPE. Cette région qui comporte 14 gènes a été soumise à une analyse 

bioinformatique (logiciel Endeavour). Ceci a permis de déterminer le gène Deltalike 1 (DLL1) 

comme le meilleur gène candidat. Ce dernier code pour un ligand de la voie de signalisation 

Notch qui n’a à ce jour pas été associée à l’HPE. 

Des études d’expression ont été réalisées au sein de l’équipe sur le modèle 

d’embryon de poulet par hybridation  in  situ  au  cours  du  développement  du  cerveau 

antérieur (Dupé et al., 2011).  Dll1 est exprimé du stade HH5 au stade HH9 dans le pli neural 

puis  au  niveau  de  la  fermeture  du  neuropore  antérieur,  du  bord  antérieur  de  la  plaque 

neurale  (ANB)  et  dans  le  télencéphale  au  stade  HH11.  De  façon  très  intéressante,  ce 

domaine d’expression chevauche celui de Fgf8,  gène impliqué dans des cas d’HPE. 
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Figure 20. Comparaison des expressions de Dll1 et Fgf8 chez des embryons de poulet en 

conditions normales et lors de l’inhibition de la voie Fgf.  

A. Analyse par hybridation in situ des expressions de Dll1 et Fgf8 aux stades HH5+ et HH11+. 
(a,b,) Dll1 est absent du nœud de Hensen (HN) mais exprimé dans le pli céphalique (HF). Fgf8 

est absent du pli céphalique. L’astérisque marque la région  antérieure  du  stade  de  pli 
céphalique.  (e,f) Dll1  et  Fgf8  sont  exprimés  dans  le  télencéphale  présomptif  (T).  Fgf8  est 
également présent au niveau du centre organisateur de l’isthme. B. Analyse par hybridation 
in situ de l’expression de Dll1 lors de l’inhibition de la voie Fgf par l’inhibiteur SU5402 au 

stade  HH12.  (a)  Chez  des  embryons  de  poulet  contrôle,  Dll1  est  détecté  au  niveau  du 
télencéphale ventral (T) et du mésoderme présomitique (PM). (b,c) Une  forte concentration 
de l’inhibiteur SU5402 (10µm)  provoque  de  sévères  anomalies  télencéphaliques  et  inhibe 
l’expression de Dll1. Avec une concentration moins élevée (5µm),  la  morphogénèse  du 
télencéphale est moins sévèrement affectée mais l’expression de Dll1 reste réduite au niveau 

de cette structure (Dupé et al., 2011).    
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Dans un deuxième temps l’équipe a alors  étudié l’influence de la voie FGF, déjà 

impliquée dans l’HPE via Fgf8, sur l’expression de Dll1  par l’utilisation d’un inhibiteur 

pharmacologique (SU5402) en culture roller. Les résultats obtenus suggèrent une régulation 

de l’expression de Dll1 dans la région antérieure du prosencéphale par Fgf8 (Figure 20) alors 

que l’inhibition de la voie Shh n’a pas d’effet sur l’expression de Dll1.  

Enfin,  le  séquençage du gène DLL1  sur 100 proposants de  la cohorte a été  réalisé. 

Cette étude a permis l’identification, chez un patient porteur d’une forme semilobaire, 

d’une délétion de 3 nucléotides concernant deux codons dans un domaine d’ubiquitination 

très conservé de la protéine. Cette mutation était héritée du père et n’est pas  retrouvée 

dans une population contrôle. 

 

L’ensemble de ces travaux a permis de proposer une implication de la voie Notch 

dans l’apparition d’un phénotype HPE. Alors que la signalisation Notch est très bien décrite 

dans des processus cruciaux du développement embryonnaire comme la somitogénèse ou la 

neurogenèse,  aucun rôle n’est décrit à  ce  jour  pour  la  voie  Notch  au  cours  de  la 

différenciation  de  la  ligne médiane  antérieure. C’est pourquoi il est apparu  pertinent  de 

caractériser  les  acteurs  de  cette  voie  et  ses  cibles  lors  de  la mise  en  place  du  cerveau 

antérieur. 
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III. La voie de signalisation Notch chez les vertébrés 
 

Un des principaux objectifs de ma thèse a été la caractérisation de l’activité de la voie 

de signalisation Notch au cours du développement du cerveau antérieur. Je rappellerai donc 

les principales caractéristiques de cette signalisation et plus précisément les mécanismes de 

neurogenèse auxquels la voie Notch participe. 

 

La voie de signalisation Notch a été  initialement caractérisée chez  la Drosophile. En 

cas  de  perte  de  fonction  partielle,  la  drosophile  hétérozygote  pour  Notch  présente  des 

encoches (Notch en anglais) à l’extrémité des ailes. Cette voie va définir de nombreux 

mécanismes d’interactions cellulaires se déroulant principalement entre cellules voisines. 

Elle contrôle ainsi des processus cruciaux du développement comme  le destin cellulaire,  la 

prolifération, la différenciation ou encore l’apoptose (pour revue (ArtavanisTsakonas et al., 

1995; ArtavanisTsakonas et al., 1999)). 

1. Mécanismes moléculaires de la voie Notch 

 
L’activité de la voie Notch repose sur  l’interaction entre cellules voisines grâce à un 

récepteur  transmembranaire  NOTCH,  activé  par  la liaison d’un  ligand  également 

transmembranaire, DELTA/JAGGED, présent sur la cellule voisine. Une fois activé le domaine 

intracellulaire du récepteur  (NICD) sera transloqué jusqu’au noyau pour y  jouer un rôle de 

facteur de transcription. Il s’associe avec plusieurs protéines pour  former  un  complexe 

régulateur  de  certains  gènes  de  type  bHLH  (Enhancer  of  Split),  euxmêmes  capables 

d’inhiber la transcription d’autres gènes bHLH (Achaete Scute).  

1.1. Les récepteurs Notch 

 
Chez les mammifères on dénombre 4 récepteurs NOTCH codés par 4 gènes différents 

qui présentent une  architecture  commune.  Seuls NOTCH1 et NOTCH2  sont  communs aux 

autres  vertébrés.  Ce  sont  des  protéines  transmembranaires  de  type  I,  composées  d’une 

partie extracellulaire et d’une partie transmembranaire.  

Le  fragment  extracellulaire  comprend  un  nombre  variable  de motifs  répétés  EGFL 

(Epidermal Growth Factorlike) et de motifs LNR (Lin12/Notch related regions). Ces domaines
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Figure 21. Structure moléculaire des récepteurs Notch et des ligands chez les vertébrés. 

 NOTCH1  et  NOTCH2  sont  quasiment  identiques  en  taille  et  partagent  les  mêmes 
caractéristiques  structurales. NOTCH3 et NOTCH4  sont plus  courts et ne possèdent pas de 
domaine TAD. JAGGED1 et JAGGED2 possèdent un domaine conservé riche en cystéine (CR) 
(Adapté de (Osborne and Minter, 2007)).    
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sont  respectivement impliqués dans l’interaction ligandrécepteur  (Baron,  2003)  et 

l’hétérodimérisation du récepteur ainsi que son maintien dans un état inactif (Figure 21).  

Le  fragment  transmembranaire  est composé d’un court domaine extracellulaire, d’un 

domaine transmembranaire unique et d’un domaine intracellulaire. Ce dernier est divisé en 

un domaine RAM  (RBPJk Associated Molecule)  suivi de 7 motifs ankyrine  (ANK), de deux 

domaines de  localisation nucléaire NLS  (Nuclear Localisation Signal) ainsi que d’une région 

PEST  (ProGluSerThr).  Les domaines RAM et ANK vont permettre  la  liaison du  récepteur 

aux facteurs de transcription CSL  (RBPJk chez  les vertébrés, Su(H) chez  la Drosophile, Lag1 

chez C.Elegans,  RBPJκ  chez  les  mammifères).  On  note  également  un  domaine 

d’hétérodimérisation entre les portions extracellulaire et transmembranaire (Figure 21). 

Les récepteurs NOTCH de la cellule réceptrice du signal subissent un premier clivage 

dans l’appareil de Golgi par une convertase Furinlike (clivage S1) (Figure 22). Cette étape est 

nécessaire à l’adressage du récepteur au niveau de la membrane grâce à une fonction 

chaperonne de l’enzyme pour le repliement et le transport du récepteur. Une étape de 

glycosylation se produit également au sein de l’appareil de Golgi par les protéines FRINGE et 

va moduler la capacité de liaison récepteurligand. La glycosylation du récepteur est rendue 

possible par l’addition au préalable d’une molécule d’Ofucose par la Ofucosyltransférase 1 

(POFUT1). 

Afin de diminuer l’activation transcriptionnelle de la voie Notch, une dégradation du 

NICD s’effectue au sein de la cellule  réceptrice. Les protéines Mastermind  (MAM) et SKIP 

recrutent des protéines kinases capables de phosphoryler  le NICD sur ses domaines TAD et 

PEST.  

La dégradation du récepteur Notch est également  favorisée par  la protéine NUMB

LIKE  (ou  NUMB  chez  la  Drosophile)  qui  est  un  adaptateur  protéique  nécessaire  à 

l’endocytose et agit  comme un  suppresseur de  la voie Notch  (pour  revue  (Cayouette and 

Raff, 2002). Il permet  le recrutement de  Itch (E3 ubiquitine  ligase  itchy)  (Beres et al., 2011) 

et  va  réguler  les  évènements  postendocytaires  du  récepteur  (McGill  et  al.,  2009).    Il  a 

également été montré que NOTCH pouvait réciproquement agir sur NUMB. Par exemple lors 

d’une forte activité de  la  voie Notch,  le  niveau  protéique de NUMBlike  dans  le  système 

nerveux central d’embryon de poulet est réduit (Chapman et al., 2006). 
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1.2. Les ligands de Notch : familles Delta et Serrate 
 

Il existe une forte conservation pour les ligands de ces récepteurs entre la Drosophile 

et  les mammifères. Chez ces derniers, cinq gènes différents  codent pour des  ligands de  la 

famille des protéines DSL  (Delta,  Serrate  chez  la Drosophile,  Lag2  chez C. Elegans). Deux 

sousfamilles  se  dégagent  ensuite  chez  les  mammifères.  Une  première,  de  ligands 

transmembranaires, avec trois variants du gène Delta décrits, codant les Deltalike 1, 3 et 4 

(DLL1, DLL3, DLL4) qui contiennent chacun un domaine DSL extracellulaire et respectivement 

8,  6  et  8  répétitions  EGFL.  Le  deuxième  ligand  de  Notch  est  appelé  SERRATE  chez  le 

Drosophile  et  JAGGED1  et  JAGGED2  chez  les  mammifères.  Ils  sont  également 

transmembranaires et composés d’un domaine DSL et de 16 motifs EGFL. Un troisième 

domaine semble  impliqué dans  les processus de dimérisation pour ces deux  ligands (Figure 

21). 

De  façon  similaire  aux  récepteurs  Notch,  les  ligands  peuvent  être  clivés  par  des 

sécrétases dans  leurs domaines  juxta membranaire et  transmembranaire pour  libérer des 

fragments intra et extra cellulaires. Ceci pourrait permettre un dialogue entre les récepteurs 

et les ligands au sein de la cellule. La liaison du ligand au récepteur se réalise au niveau de la 

région Nterminale du ligand grâce au domaine DSL et aux deux premières répétitions EGFL 

(Parks  et  al.,  2006).  D’autre part, les ligands DSL contiennent des résidus lysine 

potentiellement cibles d’ubiquitination.  Il s’agit des  protéines  de  type MINDBOMB  et/ou 

NEURALIZED qui  sont  toutes deux des ubiquitines  ligase E3  et vont permettre l’adressage 

des ligands à  la membrane de la cellule émettrice en facilitant leur endocytose (pour revue 

(Le  Bras  et  al.,  2011)).  Cependant, les molécules d’ubiquitine  associées  au  niveau  du 

domaine intracellulaire des ligands DSL  peuvent également conduire à leur dégradation. 

L’endocytose des ligands ou leur dégradation va entrainer une absence d’adressage à 

la  membrane  de  ces  ligands  et  donc  moduler  l’activité de la voie Notch. De  façon 

surprenante,  ces  mécanismes  semblent augmenter l’activité de Notch dans les cellules 

voisines alors qu’elles devraient réduire l’activité du récepteur (GuptaRossi et al., 2004).  
 

Le mode apparemment simple et direct de la signalisation Notch est en contradiction 

avec  la quantité  importante de  fonctions qui  lui  sont  attribuées.  Le nombre  relativement 

faible de récepteurs et  ligands  identifiés pour cette voie suggère que  la diversité du signal 

pourrait provenir des formes non canoniques de la voie Notch. En effet, la voie Notch peut 
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Figure 22. Schématisation de la voie de signalisation Notch. 

La liaison du récepteur NOTCH avec un ligand DELTA/SERRATE permet le clivage du domaine 
intracellulaire NICD  par la sécrétase. Il est transféré dans le noyau où il forme un complexe 
avec la protéine RBPJk et le coactivateur transcriptionnel MAM déclenchant la transcription 
de gènes cibles (D’après http://www.abdserotec.com).   
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être activée par des ligands non canoniques ou sans clivage du récepteur. C’est le cas des 

ligands DLK1/2 similaires aux ligands DLL mais dépourvus du domaine DSL qui vont agir par 

compétition  (Baladron  et  al.,  2005).  De  plus,  des  formes  de  signalisation  Notch  non 

canonique ne nécessitent pas les protéines CSL et impliquent alors une boucle de régulation 

avec d’autres voies de signalisation comme la voie Wnt (pour revue (Heitzler, 2010). 

1.3. Etape régulatrice critique : le clivage par la sécrétase 

 
La liaison d’un ligand DSL sur le récepteur permet une modification du récepteur au 

niveau  de  la  région  membranaire  pour  faciliter  le  clivage  S2  (Figure  22).  Ces  deux 

événements sont requis pour déclencher l’action du complexe de la sécrétase. 

Le clivage S3 du  récepteur Notch est un événement protéolytique majeur qui peut 

être  régulé  par  de  nombreuses  protéines  (Parks  and  Curtis,  2007).  En  effet,  les  quatre 

protéines  qui  composent  le  complexe  sécrétase  sont  nécessaires  à  son  activité 

enzymatique. Il comprend  la Préséniline, la Nicastrine, l’Anterior PharynxDefective 1 (APH

1) et  la Presenilin enhancer 2 (PEN2). L’activité enzymatique du complexe provient du site 

actif qui est attribué à l’hétérodimère de Préséniline. La perte de fonction de la Préséniline 

chez la Drosophile provoque un phénotype similaire aux observations d’inactivation de la 

voie  Notch  (Berezovska  et  al.,  2000;  Struhl  and  Greenwald,  1999),  rendant  compte  de 

l’importance du complexe de la sécrétase au cours de la signalisation Notch.  

 

D’autre part, la sécrétase est également responsable du clivage des précurseurs de 

peptides amyloïdes (APP). Ces molécules sont décrites pour leur implication dans la maladie 

d’Alzheimer ce qui en fait des cibles thérapeutiques importantes. En ce sens, de nombreux 

inhibiteurs de  la sécrétase ont été développés pour lesquels des réponses différentes ont 

été observées.  Par exemple, le composant E va bloquer de façon sélective la production des 

APP mais va avoir un effet  limité  sur  le clivage du NICD  (Seiffert et al., 2000). L’inhibiteur 

MW163 va lui inhiber la production des APP et du NICD de façon dosedépendante (Wolfe et 

al., 1998).  

Le  DAPT  (N[N(3,5Difluorophenacetyl)Lalanyl]Sphenylglycine  tbutyl  ester)  est 

quant à lui un analogue à état non transitoire capable de se lier de façon sélective à la forme 

active de la sécrétase (Dovey et al., 2001). Il agirait par blocage du mouvement du substrat
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ou  sur  son  processus  de  repliement  par  une  modification  de  la  conformation  de  la  

sécrétase (Morohashi et al., 2006; Tomita et al., 2006). De plus, des défauts similaires à ceux 

observés chez des mutants Notch sont décrits chez le poissonzèbre ou l’embryon de poulet. 

Par  exemple,  le  processus  de  sélection  des  neuroblastes  ou  la  somitogénèse  vont  être 

affectés (Geling et al., 2002; Nelson et al., 2007). De même,  le DAPT utilisé au niveau de  la 

notochorde et du plancher neural, inhibe la voie Notch et va perturber le choix de destin des 

cellules progénitrices de ces deux structures (Dale and Maroto, 2003; Gray and Dale, 2010). 

C’est ce composé que nous avons choisi d’utiliser au sein de l’équipe pour inactiver la voie 

Notch. 

1.4. La translocation du NICD et activation des effecteurs  
 

L’interaction ligandrécepteur favorise l’accès d’une métalloprotéase (ADAM/TACE) à 

un  site de clivage  juxta membranaire  (clivage S2)  situé dans  le domaine extracellulaire du 

récepteur  (Brou et al., 2000;  Jarriault and Greenwald, 2005). Ce  clivage est  indispensable 

pour que le clivage S3  sécrétase qui libère 

le NICD dans le cytoplasme (Tagami et al., 2008). Le NICD migre ensuite jusqu’au noyau où il 

interagit  avec  RBPJk  (Recombination  signal  sequencebinding  protein  jk)  précédemment 

appelé CBF1 (Cpromoter binding factor1) (Figure 22).  

RBPJk forme un complexe avec des répresseurs transcriptionnels et des histone déacétylases 

(HDACs) qui favorise l’inhibition de gènes cibles. L’entrée du NICD dans ce complexe déplace 

des corépresseurs et permet le recrutement de l’activateur  transcriptionnel MAM  (Figure 

22).  Associé  à  un  coactivateur,  ce  nouveau  complexe  permet  la  transcription  des  gènes 

cibles  incluant  la  famille Hes  (hairy enhancer of  split) et  la  famille Herp/Hey  (Hes  related 

protein) appartenant aux facteurs de transcription de la famille bHLH (basic helixloophelix). 

Ces  facteurs sont des cibles directes de  la voie Notch. Ainsi,  leur expression est un 

marqueur adapté au suivi des cellules exprimant la voie Notch (Iso et al., 2003). Bien que la 

famille des répresseurs Hes/Hey représente un groupe  important de gènes cible de  la voie 

Notch, les sites de liaison CSL sont présents dans un certain nombre d’autres promoteurs. 

Une liste croissante de gènes cibles directement régulés positivement par la voie Notch a été 

identifiée. Par exemple,  les gènes de  l’actine  (Noseda et al., 2006), Erbb2  (Patten et al., 

2006), Gfap  (Glial  fibrillary  acidic protein)  (Ge et  al.,  2002), Gata2  (RobertMoreno  et  al., 

2005) ou pour Nrarp (Pirot et al., 2004). 
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1.5. Les facteurs de transcription Hes/Hey, cibles directes de la voie Notch  

 
Chez  les mammifères on dénombre 7 membres de  la  famille HES  (HES17) et  trois 

membres de  la  famille HERP  (HEY1, HEY2  ET HEYL)  connus pour  être  principalement  des 

répresseurs  transcriptionnels.  Ce  sont  les  cibles  directes  de  la  voie  Notch  les  mieux 

caractérisées  et  sont  particulièrement  connues  pour  inhiber  la  neurogenèse.  En  effet,  en 

réponse à une signalisation Notch, ces  facteurs de transcription vont réprimer l’expression 

de gènes de neurogenèse tels que le complexe achaetescute (asc) chez la Drosophile et ses 

homologues chez les vertébrés Ascl et Neurog. Ils régulent ainsi la maintenance des cellules 

indifférenciées (pour revue (Latasa et al., 2009)). 

 

Les  facteurs  de  transcriptions  HES  forment  des  homodimères  au  niveau  de  leur 

région HLH et se  lient au niveau des promoteurs sur des séquences de régulation appelées 

Nbox de séquence CACNAG et les sites de classes C CACG(C/A)G. De plus, comme d’autres 

facteurs bHLH  (cf.  III.3.1.  Les  gènes proneuraux)  ils  sont  capables de  se  lier  sur  les E box 

(enhancer box) de séquence CANNTG avec une moindre affinité.  

A  côté de  leur activité de  répresseurs,  certains de  ces  facteurs pourront avoir une 

action modulatrice positive sur d’autres gènes Hes. Par exemple, il peut s’agir d’une action 

sur  Hes6  (KoyanoNakagawa  et  al.,  2000). D’autres  vont  posséder  une  activité 

autorégulatrice comme Hes1 et Hes7 ce qui  leur confère une activité oscillatoire  (Hirata et 

al., 2002; Nakagawa et al., 2000; Sakamoto et al., 2003; Satow et al., 2001). De plus, il peut 

exister des  régulations négatives entre ces  facteurs de  transcription comme entre Hes5 et 

Hes6  au sein de la moelle épinière chez l’embryon de poulet (Fior  and Henrique,  2005). 

Cependant  les  facteurs  HES  restent des effecteurs essentiels à l’activation de la voie de 

signalisation Notch. En effet, en absence par exemple d’Hes1 et Hes5, l’activité de la voie 

Notch  est  fortement  diminuée dans le système nerveux central d’embryon de souris 

(Kageyama and Ohtsuka, 1999).  

 

Les gènes Hey ont tout d’abord été fortement impliqués au cours du développement 

cardiovasculaire.  Cependant,  il  apparaît qu’ils  possèdent  une  activité  au  cours  de  la 

neurogenèse car chez les mutants Hes, une part du développement neural subsiste. De plus, 

les facteurs HEY peuvent former des hétérodimères avec les protéines HES agissant ainsi de  
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façon  synergique bien qu’ils recrutent des cofacteurs différents  (Iso  et  al.,  2001).  Ces 

hétérodimères vont plutôt se fixer sur  des sites de classe C alors que les homodimères des 

facteurs HEY reconnaissent aussi les E box (pour revue (Fischer and Gessler, 2003; Fischer et 

al., 2004)). 

2. La voie Notch au cours de la neurogenèse chez les vertébrés 

 
Des gènes homologues à ceux  impliqués dans  la signalisation Notch ont maintenant 

été identifiés dans presque tous les métazoaires. L’analyse de leur fonction dans des 

systèmes  modèles  vertébrés  comme  le  poulet,  le  poissonzèbre,  la  souris  et  le  rat  a 

démontré une conservation de  la voie Notch dans  la neurogenèse chez  les vertébrés (pour 

revue (de la Pompa et al., 1997; Lewis, 1996)). 

 

  Au  cours  du  développement  embryonnaire,  la  neurogenèse  permet  la  production 

d’un grand nombre de types cellulaires à des positions et des temps définis ainsi qu’en 

nombre approprié. Ces processus demandent une  régulation  fine et une coordination des 

mécanismes  tels  que  la  division  cellulaire,  la  différenciation  neuronale,  la  spécification 

neuronale et la migration. Chez la Drosophile, les étapes essentielles de la neurogenèse ont 

été  largement étudiées et ont montré que  la voie Notch était cruciale au bon déroulement 

de  la  neurogenèse.  Chez  les  vertébrés,  la  voie  Notch  est  également  essentielle  à  la 

neurogenèse dans le télencéphale, la moelle épinière ainsi que dans  de nombreux domaines 

sensoriels comme l’épithélium olfactif, l’oreille interne, l’œil et la rétine.  

2.1. Mécanisme cellulaire de la neurogenèse 

 
Le mécanisme de  neurogenèse  primaire  se met  en  place dans  le  tube neural  (qui 

donnera le cerveau et la moelle épinière) et les cellules de crêtes neurales (qui donneront les 

placodes sensorielles), permettant de générer les systèmes nerveux central et périphérique. 

Le neuroépithélium du tube neural donne naissance aux neurones et à la glie, et les cellules 

de crêtes neurales vont former des neurones, des cellules gliales et des mélanocytes.  

Plus précisément, c’est au sein de territoires neurogéniques que différentes populations de 

neurones  vont  être  déterminées  au  cours  du  développement  du  cerveau  antérieur.  Elles 

dérivent de cellules progénitrices grâce à des mécanismes de division cellulaire sous  
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Figure 23.  Neurogenèse au sein du cerveau antérieur en développement. 

Les  cellules  souches neurales  (CSN) de  la  zone ventriculaire du cerveau antérieur  subissent 
des  changements  morphologiques  pour  devenir  des  cellules  neuroépithéliales  (CNE).  Ces 
cellules progénitrices vont se diviser de façon symétrique au sein de la zone ventriculaire pour 
constituer un groupe de  cellules neurales postmitotiques.  La division asymétrique précoce 
donne  lieu  à  une  CN  postmitotique et à un neurone immature. C’est ensuite  lors  de  sa 
migration  hors  de  la  zone  ventriculaire  (ZV)  que  le  neurone  devient mature.  Les  divisions 
asymétriques tardives donnent  lieu également à une CN postmitotique et à un progéniteur 
neural  intermédiaire  (PNI). Ce dernier va migrer hors dans  la  zone  sous ventriculaire  (SVZ) 
pour  donner  également  par  division  asymétrique  un  PNI  et  un  neurone  mature.  Cette 
capacité d’auto renouvellement permet d’augmenter par la suite considérablement le 

nombre de neurones.    
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l’influence de la voie de signalisation Notch.  Cependant,  les  régulations  moléculaires 

nécessaires à la détermination d’un lignage cellulaire et à la détermination d’une population 

neuronale sont encore peu décrites. 

Chez  les  vertébrés, une  cellule  souche neurale  (CSN)  correspond  à un progéniteur 

indifférencié et multipotent capable d’auto renouvellement (Figure 23). Des  changements 

morphologiques de ces CSN vont produire des cellules neuroépithéliales (CNE). Ces cellules 

prolifèrent et donnent des cellules neurales postmitotiques. Ces dernières peuvent alors se 

différencier  en  neurones  immatures  ou  progéniteurs  neuraux  intermédiaires  (PNI).  Par 

migration,  les  neurones  deviennent  matures  et  les  PNI  par  division  asymétrique  se 

renouvellent  et  prolifèrent  pour  donner  un  nombre  important  de  neurones  (Figure  23). 

Après  la  production  des  neurones  au  cours  du  développement  du  cerveau,  les  cellules 

souches  neurales  vont  se  différencier  en  astrocytes,  oligodendrocytes  ou  cellules 

épendymaires.  

2.2. La voie Notch et le développement du SNC dans le modèle murin 

 
Les  études  de  phénotype  de  souris  mutantes  pour  des  effecteurs  de  la  voie  de 

signalisation Notch  ont  principalement montré  leur  importance  dans  la  segmentation  de 

l’embryon et la somitogénèse. Pour les embryons homozygotes mutants de Notch1 (Conlon 

et al., 1995), RBPJk  (Oka et al., 1995) et Dll1  (Hrabe de Angelis et al., 1997),    les effets au 

niveau  du  développement  du  cerveau  antérieur  et  de  la  neurogenèse  sont  difficilement 

observables en raison de  la  létalité embryonnaire précoce de ces embryons. Les embryons 

meurent entre les stades E9.5 et E11.5 correspondant au début de la phase neurogénique.  

Cependant, les travaux de de la Pompa (de la Pompa et al., 1997) ont tout de même 

démontré un rôle de Notch1 et RBPJk dans  la neurogenèse chez  les mammifères. En effet, 

les mutations  de  Notch1  et  RBPJk  entrainent l’inhibition  de  l’expression d’Hes5  et  vont 

favoriser  la neurogenèse. De plus  le phénotype chez  le mutant RBPJk est plus  sévère que 

chez le mutant Notch1,  suggérant une  redondance  fonctionnelle des  récepteurs Notch au 

cours de la neurogenèse. Une autre étude a montré que Notch1 maintenait les précurseurs 

neuraux  dans  un  état  indifférencié  au  sein  du  neuroépithélium  et  contrôlait  leur 

différenciation  entre  E10  et  E12.5  (Lutolf  et  al.,  2002;  Stump  et  al.,  2002).  Les  souris 

mutantes pour les gènes de la voie Notch ont contribué à définir l’implication de la voie de 
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Tableau 3.  Brève description des phénotypes au niveau du système nerveux central chez 

des souris mutantes pour  les principaux gènes de  la voie Notch (A) et  les principaux 

gènes proneuraux (B).    
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signalisation Notch dans  la neurogenèse chez  les vertébrés  (Tableau 3A). L’inactivation des 

gènes proneuraux, principales cibles des facteurs HES/HEY, donne des embryons viables et a 

permis d’observer des défauts de neurogenèse  (pour  revue  (Bertrand et al., 2002; Castro 

and Guillemot, 2011; Powell and Jarman, 2008; Wullimann, 2009). L’ensemble de  ces études 

a permis de mettre en évidence la boucle de régulation entre les acteurs de la voie Notch et 

les gènes proneuraux.  

3. Rôle des facteurs de transcription de type bHLH dans la neurogenèse 

 
Les premières étapes de spécification et différenciation des précurseurs neuraux ont 

été très étudiées chez plusieurs modèles et dans plusieurs tissus neurogéniques comme  la 

moelle épinière  (Tanabe and  Jessell, 1996),  les  crêtes neurales  (Anderson et al., 1997),  la 

rétine (Cepko et al., 1996) ou l’épithélium olfactif (Cau et al., 2000). Ces études ont permis 

d’identifier des  gènes  spécifiques  codant  pour  des  facteurs  de  transcription  à  action 

antagoniste qui sont nécessaires à la mise en place des différentes populations neuronales.  

3.1. Les gènes proneuraux  

 
Malgré  la  complexité  du  système  nerveux  central  et  une  diversité  neuronale 

importante,  les vertébrés utilisent  les mêmes mécanismes que  la Drosophile au cours de  la 

neurogenèse.  Dans ce sens, une catégorie particulière de gènes bHLH a d’abord été 

identifiée  chez la Drosophile pour laquelle une perte de fonction entraine l’absence de 

certains  types  de  neurones  (Jimenez  and  CamposOrtega,  1990).  Ce  sont  les  gènes 

proneuraux.  Ces  facteurs  de  transcription  contrôlent  les  différentes  étapes  de  la 

neurogenèse, comme la spécification d’une cellule indifférenciée vers les lignées neuronales 

et la sortie du cycle cellulaire. Ils activent également l’expression de gènes plus tardifs pour 

l’accomplissement de la phase de différenciation.  

Deux  familles  de  gènes  proneuraux  ont  été  identifiés  chez  la  Drosophile  et  sont 

conservés chez  les vertébrés : achaetescute  (asc) et atonal  (ato)  (Johnson et al., 1990). La 

famille  asclike  chez  les  vertébrés  compte  4 membres  présents  dans  toutes  les  espèces 

analysées jusqu’ici : Ascl1 chez le poissonzèbre (Zash1), le xénope (Xash1), le poulet (Cash1) 

et la souris (Mash1) et trois autres, chacun spécifique d’une espèce de vertébrés, Xash3 chez 
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Figure 24. Les gènes proneuraux  

A.  Dendrogramme  représentant  les  différentes  familles  de  protéines  bHLH  chez  les 
invertébrés  (en  bleu)  et  chez  les  vertébrés  (en  rouge).  Les  protéines  sont  regroupées  en 
famille selon la similarité de séquence de leur domaine bHLH. B. Séquences consensus des E
box  présentent  sur  les  promoteurs  des  gènes  cibles  des  différents  familles  de  facteurs 
neuraux bHLH. Les bases communes reconnues par l’ensemble des gènes proneuraux  sont 
indiquées en gras. C’est au niveau des bases des deux positions centrales ou adjacentes que 
se fait la différence de reconnaissance entre les familles de proneuraux (Adapté de (Bertrand 
et al., 2002)). 
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le xénope, Cash4 chez le poulet et Mash2 chez les mammifères. Les gènes appartenant à la 

famille  ato  peuvent  être  sous  divisés  en  2  familles  selon  leurs  domaines  basiques :  les 

Neurogénines  (Neurog1 et Neurog2); les homologues d’ato (Atoh1, Atoh7) (BenArie et al., 

2000; Hassan et al., 2000) (Figure24A). 

 

L’activité proneurale est très clairement définie pour les gènes Ascl1, Neurog1  et 

Neurog2 qui agissent de  façon homologue aux gènes proneuraux de  la Drosophile.  Ils sont 

principalement  responsables  de  la  sélection  des  progéniteurs  neuraux  ainsi  que  de  la 

spécification de leur identité. Dans le cas d’une perte de fonction des gènes acsc ou ato, on 

observe une absence de certains type de neurones sensoriels chez la Drosophile et de sous

types neuronaux chez  les vertébrés  (Bertrand et al., 2002; CamposOrtega, 1998). D’autres 

gènes proneuraux ont été ensuite identifiés d’après leurs propriétés  biochimiques  et 

structurelles. Ils sont pour la plupart exprimés dans le système nerveux en développement. 

 

Afin d’activer la transcription de gènes cibles, les protéines  proneurales 

s’hétérodimérisent entre elles ou avec d’autres facteurs bHLH ubiquitaires, les Eprotéines. 

La séquence de liaison à l’ADN est appelée Ebox et est présente  sur  les promoteurs des 

gènes  cibles. Bien que  les  facteurs bHLH  appartiennent  à différentes  familles,  ils peuvent 

reconnaître l’hexamère  commun  CANNTG  et  vont  se  différencier  au  niveau  de  la 

reconnaissance des deux bases centrales et de celles des positions adjacentes (Figure 24B). 

Parmi  les  gènes  cibles  des  protéines  proneurales, on distingue d’autres gènes 

structurellement  très  proches  des  proneuraux,  au  sein  des  neurones  en  différenciation 

comme  les  gènes  de  la  famille  NeuroD  (Figure  25A)  (Cau  et  al.,  1997; Ma  et  al.,  1996; 

Sommer et al., 1996). Ces derniers vont être requis pour  la détermination des neurones et 

leur engagement dans un  lignage cellulaire  (Liu et al., 2000; Miyata et al., 1999). L’activité 

des  gènes  de  la  famille  NeuroD  est  située  en  aval  des  gènes  proneuraux  comme  leurs 

homologues chez la Drosophile et cette activation semble être directe (Huang et al., 2000). 

 

L’analyse des phénotypes du système nerveux central chez des mutants des gènes 

proneuraux  a  démontré  leur  rôle  dans l’établissement de populations neuronales 

spécifiques ainsi que des structures du cerveau antérieur qui en découlent.  
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Par  exemple,  chez  les  mutants  pour  les  gènes  Neurog1  et  Neurog2,  une  absence  des 

neurones des ganglions craniaux ou des neurones dopaminergiques est observée  (Tableau 

3B ; (Kele et al., 2006; Ma et al., 1998)). Cependant, leur activité proneurale et leur rôle dans 

la sélection des progéniteurs neuraux ne sont pas toujours déterminés (Tableau 3B). 

3.2. La détermination neurale liée aux gènes proneuraux 

 
Plusieurs  lignages  cellulaires  ont  été  utilisés  pour  déterminer  le  rôle  des  gènes 

proneuraux au cours de  la neurogenèse. Un des plus étudiés est l’épithélium olfactif. Il est 

considéré  comme  un  épithélium  sensoriel  simple  car  composé  de  deux  populations  de 

cellules progénitrices :  les  cellules neuroépithéliales qui  se divisent en apical et une autre 

catégorie cellulaire qui se divisent en basal avant de se différencier en neurones sensoriels 

olfactifs  (NSO)  (Caggiano  et  al., 1994). Cela  a permis de définir une  séquence  temporelle 

d’expression des gènes bHLH au cours de la détermination neurale. Les souris mutantes pour 

Ascl1 ne  sont pas  capables de  générer  les progéniteurs olfactifs  et donc  les NSO  et  vont 

également présenter d’autres défauts neurogéniques (Murray et al., 2003). Au contraire, les 

mutants pour Neurog1 montrent une différenciation des progéniteurs neuraux bloquée au 

sein de l’épithélium olfactif (Cau  et  al.,  2002).  L’étude  de  ces  animaux  transgéniques  a 

permis de montrer l’existence d’une cascade unidirectionnelle (Ascl1  puis  Neurog1  puis 

NeuroD1) conduisant à la différenciation des NSO (Cau et al., 2002).  

 

Les  mêmes  observations  sont  également  rapportées  au  sein  d’autres territoires 

neurogéniques  où  des  combinaisons  et  cascades  d’activation de gènes proneuraux 

permettent  la détermination de populations neuronales  spécifiques. Par exemple, dans  le 

télencéphale ventral, les cellules de la zone ventriculaire (ZV) et les cellules progénitrices de 

la  zone  sousventriculaire  (ZSV)  vont  permettre  la  production  de  neurones.  Elles  sont 

localisées dans  les  ventricules  latéraux du  télencéphale  au niveau de deux  élévations qui 

sont  appelées  éminence  ganglionnaire  latérale  (EGL)  et  éminence  ganglionnaire médiale 

(EGM)  (cf :  Figure  9). Au niveau de la génération des précurseurs ZSV de l’EGM chez des 

souris  mutantes  pour  Ascl1,  des  défauts  de  neurogenèse  du  télencéphale  ventral  sont 

observés. Ascl1 serait  impliqué dans  la spécification des précurseurs mais également dans 

leur  timing  de  génération  au  sein  du  télencéphale  ventral  (Casarosa  et  al.,  1999).  Ascl1 

détermine le destin des progéniteurs neuraux du télencéphale ventral chez la souris  et est  
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également  requis  pour  la  différenciation  des  interneurones  GABAergiques  qui  est  la 

population neuronale principale du  télencéphale. De  leur  côté, Neurog1  et Neurog2  sont 

exprimés au niveau des progéniteurs dorsaux et Neurog2 est requis pour  la différenciation 

des  neurones  à  projections  glutaminergique  dans  le  cortex  cérébral  (Schuurmans  et  al., 

2004). De façon similaire, une cascade d’activation existe entre les proneuraux NEUROG1 et 

NEUROG2  qui  activent  Neurod4  et  NeuroD1  au  niveau  des  neurones  craniaux  sensoriels 

(Fode et al., 1998; Ma et al., 1998). Au sein des progéniteurs neuraux rétiniens d’embryons 

de  souris,  ce  sont  des  combinaisons  similaires  d’expression de gènes proneuraux qui 

permettent la mise en place des différents lignages neuronaux rétiniens (pour revue (Bassett 

and Wallace, 2012). 

 

Afin  d’obtenir ces différentes populations  neuronales,  les  gènes  proneuraux 

possèdent une caractéristique principale. Ils peuvent restreindre leur propre activité dans les 

cellules adjacentes à une cellule progénitrice ciblée. L’expression de ces derniers procure 

donc à  la  cellule un potentiel neural qui est nécessaire et  suffisant pour  la  formation des 

progéniteurs neuraux (Bertrand et al., 2002).   

Cependant, plusieurs études montrent que le contrôle des progéniteurs neuraux par 

les gènes proneuraux se ferait en deux étapes. Une première phase réversible de sélection 

des  précurseurs  neuraux  implique  une  activité  faible  des  gènes  proneuraux,  puis  une 

deuxième  phase  irréversible  prend  place  avec  de  très hauts niveaux d’expression ou 

d’activité des proneuraux. Ceci permet alors aux précurseurs de s’engager dans une destin 

neural définitif  (Bertrand et al., 2002; Culi and Modolell, 1998; Kintner, 2002; Latasa et al., 

2009).  

Les gènes proneuraux sont donc régulés par un mécanisme sophistiqué dont  la voie 

Notch s’avère être  le  principal  composant.  Elle  agit  de  façon  répressive  sur  les  gènes 

proneuraux par l’intermédiaire de ses effecteurs, les gènes de la famille Hes/Hey. 

3.3.  Antagonisme  entre les  facteurs  de  transcription  bHLH  proneuraux  et 

Hes/Hey 

 
Au  sein  des  groupes  de  cellules  progénitrices,  les  gènes  proneuraux  apparaissent 

sous la régulation de répresseurs transcriptionnels, identifiés également comme des facteurs 

bHLH et cibles directes de la voie de signalisation Notch : Hes/Hey. Ces gènes sont  
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Figure 25. Représentation simplifiée de la boucle de régulation entre les facteurs bHLH  

Dans  le modèle de régulation de  la neurogenèse par  la voie Notch,  la  liaison entre  le  ligand 
Delta et son récepteur Notch, entre deux cellules voisines, provoque un signal  inhibiteur qui 
est traduit au noyau via l’activation des facteurs Hes/Hey. Ces derniers vont alors réprimer la 

transcription des gènes proneuraux Ascl1/Neurog1/2. Dans un second temps,  les gènes tels 
que Dll1 et Hes6 sont alors réprimés dans  la cellule de droite de façon transitoire en raison 
des boucles de régulation positive et négative qui se mettent en place. 
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considérés  comme  antineuraux.  En  effet,  l’inactivation de ces  gènes  provoque  une 

différenciation accélérée des progéniteurs neuraux. Ceci suggère qu’ils exercent une action 

inhibitrice  sur  la  phase  de  différenciation  en  réprimant  directement  ou  indirectement 

l’expression des gènes de spécification neuronale.  

Au  cours  de  la  neurogenèse,  ils  jouent  donc  un  rôle  de maintien  de  progéniteurs 

neuraux  et  d’inhibition de la détermination neurale. En effet, il a été démontré qu’en 

absence  de  Hes1,  Hes3  et  Hes5,  les  cellules  neuroépithéliales  se  différencient 

prématurément  en  neurones  dans  la moelle  épinière  de l’embryon (Hatakeyama  et  al., 

2004).  Cependant,  ces études ont montré qu’il existait  une  forte  redondance  entre  les 

facteurs  Hes,  ce  qui  permet d’atténuer les phénotypes neurogéniques.  L’obtention de 

mutant  a  montré  que  ces  gènes  exerçaient  de  très  nombreuses  fonctions  au  cours  du 

développement embryonnaire, qui ne  sont pas  restreintes au développement du  système 

nerveux (Ishibashi et al., 1995; Kageyama et al., 2007; Ohtsuka et al., 1999).  

Ces répresseurs vont  inhiber l’activité des protéines proneurales en se fixant sur  les 

promoteurs  des  gènes  mais  ils  sont aussi capables d’interférer dans la formation des 

hétérodimères entre  les protéines proneurales et  les Eprotéines  (Davis and Turner, 2001; 

Kageyama et al., 1995; Van Doren et al., 1994). Par exemple,  au  sein de  tissus  sensoriels 

comme l’épithélium olfactif, Hes1  et Hes5  vont  contrôler  la différenciation neuronale par 

répression transcriptionelle de gènes proneuraux comme Ascl1 (Cau et al., 2000) de la même 

façon  que Hey1  et Hey2  interférent  par le contrôle d’Ascl1  et Neurod4  (Iso  et  al.,  2001; 

Sakamoto et al., 2003; Steidl et al., 2000).  Inversement,  il a récemment été montré que  la 

protéine  HEYL,  au  sein  de  culture  de  progéniteurs  neuraux,  induirait  la  différenciation 

neuronale par activation des gènes proneuraux et répression des autres facteurs des familles 

Hes/Hey  (Jalali et al., 2011).  

D’autre part, les gènes proneuraux peuvent initier des boucles de régulation positive 

permettant d’augmenter leur niveau d’activation ou de  le maintenir. Pour cela  ils  induisent 

l’expression de gènes comme Hes6 qui va agir au niveau posttranscriptionel sur Ascl1 et les 

Neurogénines  (Figure 25) (Bae et al., 2011; Nakagawa et al., 2000).  

Cet antagonisme entre les facteurs bHLH et la capacité des proneuraux à restreindre 

le potentiel neural à une cellule  isolée est un mécanisme qui permet  la mise en place d’un 

mode d’action de la voie de signalisation Notch appelé inhibition latérale. 
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3.4. Les protéines Id 

 
La formation de l’hétérodimère de protéines proneurales et protéine E est  une 

condition préalable à la liaison à l’ADN. Un autre mécanisme de régulation des facteurs 

proneuraux provient de la compétition lors de la dimérisation. Les gènes de la famille des Id 

(macrochaetae) codent pour des protéines composées du domaine HLH mais dépourvues du 

motif de liaison à l’ADN. Les hétérodimères entre protéines E et Id ne seront pas capables de 

lier l’ADN et inhiberont indirectement l’activité proneurale par séquestration des protéines E 

(Cabrera and Alonso, 1991; Yokota et al., 2001). Quatre gènes Id sont identifiés chez la souris 

et présentent un patron d’expression chevauchant et une certaine redondance fonctionnelle 

(Yokota, 2001). En effet, un double mutant Id2 ;Id3 conduit à une différenciation prématurée 

des neurones en raison de l’activation précoce des gènes proneuraux au sein des 

précurseurs  neuronaux  (Lyden  et  al.,  1999).  Inversement,  une  expression  forcée  de  Id4 

bloque la neurogenèse chez le Xénope (Liu and Harland, 2003). 

 

4.  L’inhibition latérale 

 

La  voie Notch  joue  un  rôle  décisif  dans  les processus  de  différenciation  des  types 

cellulaires du système nerveux. En effet, les neurones exprimant les ligands DSL empêchent 

transitoirement  la  différenciation des précurseurs  voisins et  ralentissent  leur  engagement 

dans la neurogenèse. En cas d’une perte de fonction Notch, toutes les cellules du groupe de 

progéniteurs  équipotents  vont  exprimer  les  gènes  proneuraux  et  se  spécifier  en  cellules 

neurales.  On  parle  de  phénotype  neurogénique.  Inversement  lors d’une activation 

constitutive de  la voie Notch,  le groupe cellulaire  initial va acquérir un destin épidermique 

par défaut. Ce mécanisme d’action de la voie Notch a été bien étudié et est appelé inhibition 

latérale. 

    4.1. Mode d’action de la voie Notch par inhibition latérale 

 
Le  mode d’action a  initialement  été  décrit  chez  le  Drosophile  au  cours  de  la 

séparation  des  lignages  de  progéniteurs  neuraux  (neuroblastes)  et  de  progéniteurs  de 

l’épiderme (épidermoblastes) (Greenwald  and  Rubin,  1992;  Heitzler  and  Simpson,  1991).
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Figure 26. Représentation schématique du mécanisme d’inhibition latérale. 

A. Au sein d’un groupe de cellule exprimant des gènes proneuraux (cluster, en bleu) une 

cellule va se différencier en neurone (violet). Au cours de la détermination neurale, la cellule 
isolée  exprime  les  ligands Delta  pour  activer  la  voie Notch  dans  les  cellules  voisines  et  y 
inhiber l’expression des proneuraux (bleu ciel). B. Lors de l’inactivation de la voie Notch chez 
des mutants, toutes les cellules du cluster proneural vont se différencier en neurones. 
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 L’inhibition latérale repose sur une autorégulation qui déséquilibre l’expression des ligands 

et  récepteurs entre cellules voisines. Là où  la voie Notch  sera  suractivée, l’expression des 

ligands  sera diminuée et  réciproquement.  Ce phénomène est  très présent au  cours de  la 

neurogenèse de la même façon chez la Drosophile que chez les vertébrés. Il permet d’établir 

un choix binaire via l’inhibition d’un programme de différenciation. 

 

Au  sein des différents  territoires  sensoriels  en développement,  l’inhibition latérale 

semble permettre la production de lignages cellulaires spécifiques. Chez les mammifères, le 

poulet et le poissonzèbre, les neurones otiques se différencient par mécanisme d’inhibition 

latérale (pour  revue  (Neves  et  al.,  2013)).  En  effet,  une  cellule  isolée  au  niveau  des 

progéniteurs neuraux  va exprimer  les  gènes proneuraux ainsi que Dll1. Une  variation des 

niveaux d’expression de ces gènes va permettre d’activer la signalisation Notch au sein des 

cellules  voisines. Ainsi,  les  facteurs bHLH des  familles HES/HEY  vont être  activés dans  ces 

dernières et donc y  inhiber  les gènes proneuraux et  les gènes des  ligands DSL. Ces cellules 

reviennent à un état indifférencié ou deviennent des cellules de soutien alors que la cellule 

isolée adopte un destin neural. Le patron d’expression des récepteurs et des ligands de la 

voie Notch est alors qualifié de « poivre et sel » (Figure 26).  

Au niveau de  la placode olfactive chez  le poulet,  les gènes Hes  sont actifs avant  le 

mécanisme d’inhibition latérale afin de définir  le  domaine  de  neurogenèse.  Ensuite,  leur 

activité répressive sur  les gènes proneuraux va prendre place pour contrôler  le nombre de 

progéniteurs  neuraux  émergeant  de  ce  domaine.  En plus de son action par l’inhibition 

latérale,  la  voie  Notch  est  donc  nécessaire  en  amont  à  la  maintenance  des  cellules 

progénitrices de la placode olfactive (Maier et al., 2011; Schwarting et al., 2007).  

 

4.2. Cibles des gènes proneuraux  

4.2.1. La voie Notch 

 

L’activation des ligands de la voie Notch va donc constituer un élément clé du 

processus d’inhibition latérale. Chez la Drosophile comme chez les vertébrés, les proneuraux 

sont capables d’influencer l’activité des gènes Delta et Jagged au cours de  la neurogenèse 

(Figure  27).  En  effet,  la  protéines  ASCL1  va  activer  la  transcription  de  Dll1  et  Dll3
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 dans  plusieurs  régions  du système  nerveux  central  (Henke  et  al.,  2009).  NEUROG1  et 

NEUROG2  sont  quant  à  eux  nécessaires  à  l’expression de Dll1  dans  les  précurseurs  de 

neurones sensoriels craniaux au sein du télencéphale (Castro et al., 2006; Fode et al., 1998; 

Ma et al., 1998).  Par exemple, chez les souris mutantes pour Neurog2, l’expression de Dll1 

est  diminuée  au  même  titre  que  celle  de  NeuroD  (Fode  et  al.,  1998)  (Tableau  3).  Les 

phénotypes observés chez  les nombreuses souris transgéniques pour  les gènes proneuraux 

montrent la complexité du réseau de régulation entre la voie Notch et les gènes proneuraux   

des différentes familles.  

4.2.2. Gènes bHLH de différenciation neurale 
 

Il s’avère que les gènes proneuraux ont une expression transitoire au sein des 

progéniteurs  neuraux.  Afin  de  réaliser  une  différenciation  neurale  complète,  les  gènes 

proneuraux vont activer des gènes neuraux afin de relayer l’engagement des cellules vers un 

destin neuronal. Ces gènes de différenciation neuronale sont très proches structurellement 

des  gènes  proneuraux  (Figure  27).  Ce  sont  principalement  les  gènes  bHLH  de  la  famille 

NeuroD. Des études de perte de fonction chez la souris ont suggéré une relation d’épistasie 

entre  les  gènes  proneuraux  et  les  gènes  de  différenciation.  En  effet,  NEUROG1  est 

nécessaire à l’activation de NeuroD4  dans  les  ganglions  craniaux  (Ma  et  al.,  1998),  et 

NEUROG2 est nécessaire à l’activation de NeuroD1 au niveau des placodes épibranchiales 

(Fode et al., 1998) (Tableau 3B). 

D’autre  part,  les  gènes  proneuraux  et  les  gènes  de  différenciation  jouent  un  rôle 

important dans l’équilibre entre la neurogenèse et la gliogenèse. Les neurones et les cellules 

gliales proviennent d’un même progéniteur neural et une fine régulation spatiotemporelle 

des expressions des gènes proneuraux et de  leurs gènes cibles bHLH est nécessaire pour  le 

choix  de  destin  cellulaire.  Par  exemple,  des  doubles  mutants  Ascl1/NeuroD4  et 

Ascl1/Neurog2  montrent  une  différenciation  prématurée des astrocytes en raison d’un 

blocage de  la différenciation neuronale  (Cai et al., 2000; Nieto et al., 2001; Tomita et al., 

2000) (Tableau 3B). 

Inversement,  les  gènes  proneuraux  sont  capables  de  réprimer  les  gènes  dits  pan

neuraux comme Sox1, Sox2  (Bylund et al., 2003) et Stmn2/SCG10  (Cau et al., 2000) ou des 

gènes participant à  la spécification de sous type neuronaux comme Pax6 et Olig2  (Zhou et 

al., 2000). 
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Figure 27. Différentes cibles des protéines proneurales. 

L’expression des gènes proneuraux au niveau d’un progéniteur neural  va  initier  le 
programme  de  différenciation  neuronale.  Pour  cela,  la  voie  Notch  va  être  activée  pour 
inhiber  les gènes proneuraux dans  les cellules voisines. Les proneuraux activent également 
des  facteurs  bHLH  pour  continuer  la  différenciation  neurale.  En  parallèle  les  proneuraux 
peuvent induire la sortie du cycle cellulaire par l’activation d’inhibiteurs de Cdk ou la 

régulation des cyclines et kinases dépendantes (Adapté de (Bertrand et al., 2002)). 
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4.3.3. Effecteurs du cycle cellulaire 

 
Afin  de  générer  des  populations  neuronales  au  sein  du  système  nerveux,  la 

différenciation des progéniteurs est couplée à l’interruption du cycle cellulaire qui maintient 

le  stock  de  progéniteurs.  Les  protéines  proneurales  jouent  un  double  rôle  dans  la 

neurogenèse, à savoir qu’elles induisent de façon simultanée l’arrêt du cycle cellulaire  et 

l’engagement vers un destin neuronal. 

Au niveau du tube neural chez l’embryon de poulet, la surexpression de Neurog2 

entraîne une différenciation neuronale prématurée des cellules neuroépithéliales couplée à 

une sortie prématurée du cycle cellulaire (Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001). 

La progression du cycle cellulaire résulte de l’activité de kinases cycline dépendantes 

(CDK)  et  de  leurs  partenaires,  les  cyclines.  Les  différentes phases  du  cycle  cellulaire  sont 

gérées par des combinaisons spécifiques de CDK/cyclines. Les gènes proneuraux vont agir de 

façon  positive  ou  négative  sur  la  progression  cellulaire.  Par  exemple,  ASCL1  est  capable 

d’activer Cdk1, Cdk2 et Cdc25B alors qu’il va inhiber l’expression de Gadd45 et Ccng2 (Castro 

et al., 2011)  (Figure 27). De  la même  façon, NEUROG2  régule l’arrêt du cycle cellulaire au 

niveau de la moelle épinière chez le poulet. En effet, NEUROG2 va réprimer l’expression des 

cyclines CCND1 et CCNE1/2 au cours de la phase G1/S (Lacomme et al., 2012). 

De  plus,  la  régulation du  cycle  cellulaire  par  les  gènes  proneuraux  implique 

également l’activation d’inhibiteurs de kinase cycline dépendant (p16, p21 ou p27) (Farah et 

al., 2000; Mutoh et al., 1998) (Figure 27).  

5. Interaction de la voie Notch avec d’autres voies de signalisation 

 
Au  cours  de  la  neurogenèse,  la  voie  Notch  joue  un  rôle  prépondérant  pour  la 

régulation  des  gènes  proneuraux  conduisant  à  la  détermination  neurale.  Cependant,  les 

gènes proneuraux semblent aussi sous l’influence d’autres voies de signalisation. La voie de 

l’acide rétinoïque déjà impliquée au cours de la régionalisation du tube neural va influer sur 

l’activité de la voie Notch et par conséquent sur les gènes proneuraux (Jacob et al., 2013). En 

effet, la voie de l’acide rétinoïque va réguler  l’expression quantitative d’Ascl1  qui  va 

déterminer le type neuronal final.  

Une  autre  étude  a  mis  en  évidence  la  synergie  entre  la  voie  Notch  et  la  voie 

Slit/Robo.  En  effet,  cette  voie  de  signalisation  plus  particulièrement  impliquée  dans  le
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guidage  axonal, joue également un rôle dans l’équilibre entre les progéniteurs neuraux 

primaires  et  les  progéniteurs  neuraux  intermédiaires.  Les  auteurs  ont montré  que  cette 

régulation de  la neurogenèse dans  le  cortex  cérébral par  la  voie  Slit/Robo  impliquait une 

interaction avec  la voie Notch via  le contrôle de  la transcription du facteur Hes1 (Borrell et 

al.,  2012).  Par ailleurs, au niveau de l’épithélium olfactif, c’est un équilibre entre la voie 

Notch et la voie des BMP qui va permettre la neurogenèse et le développement correct du 

nerf olfactif  (Maier et al., 2011). Plus précisément,  les signaux BMP vont inhiber l’activité 

Notch au niveau de l’épithélium olfactif. Ces  deux  voies  de  signalisation  contrôlent  les 

évènements précoces de la neurogenèse et la formation des premiers neurones migratoires 

à partir des neurones sensoriels olfactifs.  

 

4. Dysfonctionnement de la voie Notch et maladies chez l’Homme 

4.1. Cancers 

 
Historiquement,  le premier  lien entre  la voie Notch et  le cancer a été démontré en 

1991 avec l’identification d’un réarrangement chromosomique rare dans des types de 

leucémies  lymphoblastiques  TALL  (Tcell  acute  lymphoblastic  leukémias)  (Ellisen  et  al., 

1991). Une translocation chromosomique conduisant à une forme tronquée de Notch1 a été 

identifiée de façon récurrente. In vitro,  les formes actives des domaines  intra cellulaires de 

Notch provoquent la transformation des cellules et peuvent ainsi favoriser l’apparition de 

lymphomes ou tumeurs mammaires (Bellavia et al., 2000; Gallahan and Callahan, 1997). Des 

mutations  au  niveau  de  NOTCH2  ont  récemment  été  découvertes  dans  un  sous  type 

cellulaire des  lymphomes  à  cellules B  (Lee  et  al.,  2009). Notch  agirait  alors dans  certains 

types  cellulaires  comme  un  suppresseur  de  tumeurs  (Wang  et  al.,  2011a).  Inversement, 

d’autres cancers s’accompagnent d’une augmentation de l’activité de la voie Notch due à 

une  surexpression  de  certains  de  ses  acteurs.  La  signalisation Notch  exercerait  alors  une 

activité oncogénique (Louvi and ArtavanisTsakonas, 2012). 
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Tableau 4. Maladies humaines associées à des gènes de la voie Notch et les phénotypes de 

souris homozygotes mutantes correspondantes. 
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4.2. Maladies héréditaires 

 
Des mutations ou réarrangements chromosomiques d’effecteurs de la voie Notch ont 

été identifiés chez l’Homme et sont responsables de différentes pathologies (Tableau 4).  

Des pathologies héréditaires comme le syndrome Alagille ou la Tétralogie de Fallot sont liées 

à  des  mutations  de  JAGGED1  ou  NOTCH2.  Ces  deux  maladies  sont  les  formes  les  plus 

fréquentes  de  malformation  cardiaque  congénitale  et  sont  donc  caractérisées  par  des 

troubles de développement du cœur ainsi que du foie, des yeux et du squelette. D’autres 

défauts du squelette sont observés dans une forme de nanisme, la dystose spondylocostale 

lors de mutations de DLL3, LFNG, HES7 et MESP2. La voie Notch est également  impliquée 

dans  des  maladies  du  métabolisme  osseux  comme  le  syndrome  HadjuCheney  ou  le 

syndrome du  foie polycystique Serpentine Fibula  lors de mutations de NOTCH2. Les gènes 

des  récepteurs  NOTCH1  et  NOTCH3  vont  être  respectivement  associés  à  des  maladies 

cardiovasculaires  dont  les  symptômes  sont  présents  dans  le  syndrome  Alagille ;  et 

cérébrovasculaires  avec  des  déficits  autosomiques  dominants  de  la  vascularisation 

(CADASIL).  Enfin,  des mutations  de  NOTCH4  pourraient  être  associées  à  des  formes  de 

schizophrénies mais leurs implications restent encore nuancées par des travaux plus récents. 

 

Les études du phénotype des souris transgéniques mutantes pour ces effecteurs de la 

voie Notch sont cohérentes avec  les pathologies humaines associées. En effet, malgré une 

létalité  embryonnaire  entre  E9.5  et  E11.5  ou  postnatale,  des  défauts  de  somitogénèse, 

neurogenèse  ou  de  vasculogénèse  chez  les mutants  Notch1,  Notch2,  Jagged1, Mesp2  et 

Hes7  sont observés. Chez  les mutants Notch3 de nombreux phénotypes ont été observés 

mais restent difficilement comparables aux symptômes du syndrome CADASIL. Les mutants 

Dll3  et  Lnfg  présentent  des  défauts  de  somitogénèse  concordant  avec  la  dystose 

spondylocostale  humaine  et  restent  viables.  Dans  le  cas  des  mutants  Notch4,  aucun 

phénotype morphologique n’a pu être observé (Tableau 4).  
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4.3. Dll1 et Holoprosencéphalie 

 
Récemment,  l’équipe a émis l’hypothèse qu’une diminution de l’activité de la voie 

Notch  au  cours  du  développement  du  cerveau  pourrait  potentialiser  l’apparition  de 

l’Holoprosencéphalie. 

En effet,  le  gène Dll1  codant pour un  ligand des  récepteurs Notch a été  associé  à 

l’Holoprosencéphalie chez plusieurs patients. Ce gène est délété à l’état hétérozygote chez 4 

patients présentant un phénotype d’Holoprosencéphalie (2 formes alobaires,  1  forme 

semilobaire et 1 microforme chez 2 frères). Cependant, cette délétion dans la région 6qter, 

comporte de nombreux autres gènes. La plus petite région délétée  (2,2 MB) comprend 14 

gènes. C’est donc par  hiérarchisation  bioinformatique  dans  un  premier  temps  que  notre 

équipe  a  identifié  DLL1  comme  le  meilleur  gène  candidat  (Aerts  et  al.,  2006). L’étude 

moléculaire du gène DLL1 par séquençage a ensuite été mise au point et une série de 100 

proposants a été analysée. Une délétion de 3 nucléotides a été  identifiée concernant deux 

codons impliqués dans le domaine d’ubiquitination. D’autre part, l’expression de Dll1  est 

compatible avec un rôle au cours du développement précoce du cerveau antérieur. 

Par ailleurs, les mutants hétérozygotes pour Dll1 présentent des anomalies de la ligne 

médiane mais pas de réel phénotype HPE (Przemeck et al., 2003). Cependant, il n’existe pas 

à ce jour d’études approfondies des structures cérébrales chez ces embryons qui présentent 

une  létalité  embryonnaire  précoce  (E11).  Des  inactivations  conditionnelles  et  des 

surexpressions  de  Dll1  dans  le  télencéphale  ont  pu  mettre  en  évidence  un  rôle  dose

dépendant  dans  la  neurogenèse  de  la  zone  ventriculaire  (Kawaguchi  et  al.,  2008).  Cela 

conforte le rôle important de Dll1 au cours du développement du cerveau mais à des stades 

plus tardifs que ceux impliqués dans l’HPE. 

 

Les études d’invalidation des principaux acteurs de la voie Notch ont mis en évidence 

son caractère indispensable dans la différenciation et le développement des tissus comme le 

système nerveux central. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 
 

Mon travail de thèse s’est inscrit dans le projet de recherche de l’équipe « Génétique 

des Pathologies Liées au Développement » au sein de l’unité CNRSUMR6290. Le travail mis 

en place  sur  la  thématique de  l’HPE  a débuté en  1996  et a pour objectif d’améliorer les 

connaissances cliniques, moléculaires et physiologiques inhérentes à cette pathologie. Dans 

ce but, des études sont réalisées sur des cohortes de patients  permettant d’identifier des 

mécanismes  moléculaires  impliqués  qui  seront  également  analysés  grâce  à  de  modèles 

animaux.  Ces  deux  approches  sont  totalement  complémentaires  et ont  été  incluses  dans 

mon travail de thèse. Cela m’a permis d’avoir une vision globale des processus perturbés au 

cours de l’apparition de l’HPE. 

 
 
 Validation de l’implication de la voie de signalisation Notch dans l’Holoprosencéphalie 

 

Il est ressorti des travaux préalables réalisés par l’équipe que la voie de signalisation 

Notch pourrait jouer un rôle dans l’apparition d’une anomalie de type HPE. L’un des objectifs 

de ma  thèse  a donc été de  caractériser l’expression des  composants de  la  voie Notch au 

cours du développement du cerveau antérieur en conditions normales de développement.  

Pour cela j’ai utilisé le modèle d’embryon de poulet. J’ai ainsi pu décrire une activité 

de la voie Notch spécifiquement restreinte au niveau de l’hypothalamus. Par la suite, j’ai mis 

en  place  une  technique  originale  de  culture  d’embryons pour réaliser  des  inhibitions 

pharmacologiques.  Cette approche  combinée à une analyse  transcriptomique m’a permis 

d’étudier les répercussions d’une inactivation de la voie Notch au cours du développement 

de l’hypothalamus. Notre étude a permis d’identifier de nouvelles cibles de la voie Notch, 

tels  que  Tagln3,  Chga  ou  Chrdl1  au  niveau  de  différents  territoires  neurogéniques,  en 

particulier au niveau de ceux de l’hypothalamus. 

La  neurogenèse  au  niveau  de  ce  territoire  est  encore  mal  définie  et  bien  que 

certaines études y associent la voie Notch, aucune ne fait part de son mode d’action.   
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Par ailleurs,    l’étude d’expression de Shh, gène majeur de l’HPE, chez des embryons 

déficients pour la voie Notch, m’a permis de montrer que cette voie contribuait à la 

régulation de ce gène. Pour  la première fois cette étude fonctionnelle permet  le  lien entre 

l’HPE et la voie Notch.  

 
 Le modèle multihit pour l’Holoprosencéphalie : Etude clinique chez l’homme puis 

moléculaire  chez l’embryon de poulet 

 

Dans l’hypothèse multihit pour l’Holoprosencéphalie,  il  a  été  mis  en  avant  que 

différents facteurs, d’origine génétique ou environnementale, pourraient retentir sur une ou 

plusieurs  voies  de  signalisation  et  en  entraîner  la  dérégulation.  La  modification  des 

interactions entre ces voies de signalisation qui s’en suit, va agir au niveau spatiotemporel 

sur  la mise en place du cerveau antérieur. De plus,  le caractère dosedépendant entre  les 

différents  acteurs  des  voies  de  signalisation  corrèle  avec  la  diversité  des  phénotypes 

observés dans l’HPE. 

Afin de consolider  le modèle multihit, nous avons choisi dans un premier temps de 

regrouper les données cliniques et moléculaires des patients porteurs d’une HPE. Les 

données  ont  été  entrées  dans  une  base  de  données  dédiée,  accessible  en  ligne.  Sandra 

Mercier  a  ensuite  réalisé  des  recherches  de  corrélations  génotypephénotype.  Ce  travail 

avait  pour  but  de  conforter  le modèle multihit chez l’Homme en  dégageant  des  signes 

cliniques caractéristiques d’une voie de signalisation.  Par  ailleurs,  Sandra  Mercier  a  pu 

définir un algorithme diagnostique afin de préciser le conseil génétique. 

 

Dans  un deuxième  temps,  nous  avons  choisi  de  valider  ce  modèle  multihit  en 

utilisant  un modèle animal, l’embryon de poulet. Pour cela, deux voies majeures de 

l’Holoprosencéphalie, les voies Nodal et Shh, ont été testées. 
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RÉSULTATS 

Partie 1. 
 

 Article  1.    NOUVEAUX  GÈNES  SUREXPRIMÉS  LORS  DE L’INACTIVATION  DE  LA 

VOIE NOTCH AU COURS DU DÉVELOPPEMENT HYPOTHALAMIQUE 

Neural development, accepté le 4 Décembre 2013 

Ratié L, Ware M, BarloyHubler F, Romé H, Gicquel I, Dubourg C, David V, Dupé V. 

 

Afin de mieux caractériser l’implication de la voie Notch dans le développement de 

l’hypothalamus, nous avons fait le choix du modèle d’embryon de poulet pour réaliser une 

inhibition de la voie.  

Dans un premier temps, nous avons démontré que le ligand Dll1 et les effecteurs de 

la  voie Notch Hes5  et Hey1  étaient  exprimés  au  niveau  du  cerveau  antérieur  à  partir du 

stade HH11 et plus précisément au sein de l’hypothalamus en développement. D’autre part, 

il est apparu que ces acteurs de la voie Notch étaient localisés au niveau de l’hypothalamus 

antérieur  donnant  lieu  au  noyau  du  tractus  de  la  commissure  postoptique  (nTPOC) 

suggérant leur contribution dans la différenciation des neurones hypothalamiques.  

Une approche combinant une inhibition pharmacologique de la voie Notch avec une 

analyse transcriptomique m’a ensuite permis d’obtenir une vision globale des dérégulations 

au niveau du cerveau antérieur d’embryon de poulet.  Pour  cela,  nous  avons  utilisé  une 

technique originale appelée culture  roller. Elle permet de cultiver  les embryons de poulet 

dans un milieu liquide dans lequel un inhibiteur pharmacologique peut être ajouté avec une 

concentration déterminée  (Figure 28). L’inhibiteur de la voie Notch,  le DAPT a été utilisé à 

une  concentration  de  40µM.  Une  culture  du  stade  HH10  au  stade  HH13  permet  un 

développement correct de l’embryon et une morphologie comparable entre les embryons 

témoins et les embryons traités avec le DAPT. 

Lors de l’inhibition  de  la  voie  Notch,  il  apparait  de  façon  cohérente  que  les 

répresseurs transcriptionnels Hes5 et Hey1 étaient fortement sousexprimés alors que leurs 

principales cibles, comme le ligand Dll1 et les gènes proneuraux Ascl1, Neurog1 et Neurog2 
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Figure 28. Les différentes étapes de la culture roller d’embryons de poulet. 

Les  embryons  sont  prélevés  au  stade  HH10  et  repliés  sur  euxmêmes selon l’axe antéro
postérieur. Les membranes sont soudées entre elles par une coupure aux microciseaux pour 
former une raviole. Les embryons sont ensuite placés dans des tubes 5mL contenant le milieu 
de  culture.  Ils  sont  ensuite  placés  sur  une  roue  en  rotation  dans  une  étuve  à  38°C  et  les 
embryons sont  incubés 16h. Après  la culture,  les embryons sont prélevés au stade HH13 où 
les  segments  du  cerveau  sont morphologiquement  caractérisables  comme  le  télencéphale 
(T), de même que les vésicules optiques (OV) et la cavité cardiaque (CC).   
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étaient  surexprimés en condition d’inhibition de la voie Notch.  Celleci  révèle  une  sous

expression  des  gènes  positivement  régulés  par  Notch  (e.g.  Hes5  et  Hey1)  et  une 

surexpression des gènes normalement  réprimés par  les effecteurs de Notch  (e.g. Ascl1 et 

Neurog1), validant ainsi l’approche employée. 

Une  analyse  selon  les  termes  de  Gene  Ontology,  a  révélé  un  enrichissement 

significatif de gènes du développement du système nerveux parmi les 1558 gènes dérégulés. 

Une  sélection  des  gènes  présentant  le  même  profil  de  surexpression  que  les  gènes 

proneuraux a été réalisée dans le but d’identifier de nouvelles cibles potentielles de la voie 

Notch.  Sur  une  cinquantaine  de  gènes  testés,  nous  avons  produits  23  sondes  ARN 

présentant un domaine d’expression spécifique.  Finalement,  les patrons d’expression 

observés pour 8 d’entre eux suggèrent l’existence d’une neurogenèse précoce au niveau de 

la  ligne médiane  ventrale  chez  les  embryons  traités  au DAPT : Ascl1, Nhlh1,  Stmn2,  Slit1, 

Robo2,  Tagln3, Chga et Chrdl1.   Ascl1, Nhlh1 et  Stmn2  sont  tous  les  trois des marqueurs 

successifs  du  processus  de  différenciation  neuronale  et  impliqués  dans  le  mécanisme 

d’inhibition latérale.  La  validation  de  leur  expression  différentielle  par  hybridation  in  situ 

révèle une perte de patron d’expression en « poivre et sel » typique de l’inhibition latérale. 

Ces résultats suggèrent qu’une neurogenèse  précoce  se  met  en  place  au  niveau  de 

l’hypothalamus en développement lors d’une inhibition de la voie Notch. 

Par  ailleurs,  l’analyse d’expression des gènes Slit1  et Robo2, décrits pour  leur  rôle 

dans le guidage axonal au sein de l’hypothalamus, montre également une surexpression au 

sein de l’hypothalamus sous la dépendance de la voie Notch. 

Finalement, nous décrivons 3 gènes, Tagln3, Chga et Chrdl1, très peu étudiés dans la 

littérature et jamais associés précédemment à la voie Notch. 

Pour compléter ces résultats et comprendre  les mécanismes de régulation entre  les 

différents facteurs  identifiés, une étude  in silico des promoteurs des gènes d’intérêts a été 

réalisée. Cela m’a permis de prédire un programme de régulation transcriptionnelle au sein 

de l’hypothalamus en développement  pouvant être appliqué à d’autres régions 

neurogéniques.  
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ABSTRACT 

 

 

Background 

The generation of diverse neuronal types and subtypes from multipotent progenitors during 

development is crucial for assembling functional neural circuits in the adult central nervous 

system. It is well known that Notch signalling pathway through the inhibition of proneural 

genes is a key regulator of neurogenesis in the vertebrate central nervous system. However, its 

role during hypothalamus formation along with its downstream effectors remains poorly 

defined.  

 

Results 

Here, we have transiently blocked Notch activity in chick embryos and used global gene 

expression analysis to provide evidence that Notch signalling modulates the generation of 

neurons in the early developing hypothalamus by lateral inhibition. Most importantly, we 

have taken advantage of this model to identify novel targets of Notch signalling, such as 

Tagln3 and Chga, which were expressed in hypothalamic neuronal nuclei. 

 

Conclusions 

This data gives essential advances into the early generation of neurons in the hypothalamus. 

We demonstrate that inhibition of Notch signalling during early development of the 

hypothalamus enhances expression of several new markers. These genes must be considered 

as important new targets of the Notch/proneural network.  

 

 

Key words: Notch, Proneural genes, hypothalamus, neuronal differentiation, embryonic brain. 
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INTRODUCTION 

 

The hypothalamus influences a broad spectrum of physiological functions, including 

autonomic nervous system, reproduction and behaviour. Despite its physiological importance, 

we are only beginning to understand the molecular mechanisms underlying neural 

differentiation within this organ. In the developing hypothalamus, progenitor domains were 

characterized by complex patterns of transcription factor gene expression, and an important 

yet unresolved question concerns the molecular determinants of the neurons produced in each 

progenitor domain [1, 2]. 

The hypothalamus develops from the ventral region of the diencephalon and pattern formation 

depends on the activities of major protein signalling pathways, such as Sonic hedgehog (Shh) 

and bone morphogenic protein (BMP) [3]. They are involved in patterning, regional identity 

and cell fate determination. Then, proper development of the hypothalamic axis requires 

signals, which lead to numerous types of neurons and glia. The temporal control of the 

transition from cell proliferation to cell differentiation in the nervous system is believed to 

involve many antagonist factors and a proper balance of their actions is essential for 

neurogenesis to take place [2, 4]. 

It has been well described that Notch signalling is an evolutionary conserved mechanism that 

plays an essential role in maintaining neural progenitor identity and suppressing neuronal 

differentiation [5, 6]. The transmembrane Notch receptor is activated upon binding to 

membrane-bound DELTA or SERRATE ligands present in adjacent cells. Upon activation of 

Notch signalling, the Notch intracellular domain (NICD) is released and forms a complex 

with the DNA-binding transcription factor RBPJ. This complex induces the transcription of 

repressor-type basic helix-loop-helix (bHLH) Hes and Hey genes by binding to their 

promoters [7, 8]. Gain of function studies have revealed that constitutive Notch signalling 

leads to cells remaining as progenitors [9, 10]. Whereas loss of NOTCH1 results in the 

premature differentiation of neurons at the expense of undifferentiated cells in the cerebellum 

[11]. Similarly, Hes1 and Hes3 double null mice show premature neuron formation in the 

mesencephalon and rhombencephalon [12]. Numerous studies have shown that this premature 

differentiation of neurons occurs through transient and sequential upregulation of proneural 

bHLH transcription factor genes [13-16]}. From these studies and numerous others, it has 

been proposed that to maintain neural progenitor cells a regulatory loop takes place between 

neighbouring cells. This loop involves the upregulation of Delta-ligand expression by 

proneural genes and downregulation of proneural gene expression by the Notch signalling  
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Figure 1: Regionalized expression of the components of the Notch pathway in the 

hypothalamus. Expression of Dll1, Hes5 and Hey1 at HH11 and HH13 as indicated. All genes 

were detected initially as a crescent region between the two optic vesicles (boxes in A,E,I). 

(B,C,F,G,J,K) Double expression of Dll1, Hey1 or Hes5 (blue) with Nkx2.1 (red) at HH13, 

showing that the expression of all the genes occupies the rostral region of the hypothalamus. 

(C,G,K) Hemisected, flatmounted preparation of the ventral diencephalon of the 

corresponding embryos in B,F,J respectively with the eye removed and viewed from the 

ventral side. Arrowheads indicate scattered cell expression. Asterisk indicates rostral 

expression caudal to the prospective chiasmatic area. (D, L) HH10 chick embryos were 

treated with DAPT or DMSO for 16 hours. (H) Embryos were treated for only 3 hours from 

HH12. There was downregulation of Hes5 (H) and Hey1 (L) expression after DAPT 

treatment, whereas Dll1 was upregulated (D). AH, anterior (rostral) hypothalamus; D, 

diencephalon; H, hypothalamus; pH, hypothalamus primordium; POA, preoptic area; T, 

telencephalon, V, optic vesicle. 
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pathway through the repressor Hes/Hey genes. This process is called lateral inhibition [13, 

17]. Thus in the absence of Hes and Hey bHLH repressors, proneural genes such as Ascl1 or 

NeuroG are significantly up-regulated, and induce expression of a wide spectrum of neuron-

specific genes leading to premature formation of early-born neurons [18].  

Recently, Notch signalling has been strongly implicated in the differentiation of the mouse 

hypothalamic arcuate neurons (Arc) through a loss of function study in the mouse [16]. This 

study shows that Notch signalling affects maintenance of hypothalamic neuronal progenitor 

pool by repressing the proneural gene, Ascl1. However, still little is known about the 

molecular targets of this Notch/proneural network during this process. 

In order to address the extent in which Notch signalling is required for functional neuronal 

development we have taken advantage of its function in the developing hypothalamus to 

characterize new target genes. For that a chemical approach was used to inactivate Notch 

signalling in the chick embryo in a specific time-window corresponding to the early steps of 

hypothalamic neurogenesis. Microarray analysis has allowed us to describe new critical 

neuronal precursor-specific markers that may be expressed under the control of the 

Notch/proneural network. 

 

 

RESULTS  

 

Expression of Notch components during hypothalamus development 

To identify the exact time point when the Notch pathway may be required during 

hypothalamus development, we examined the temporal expression of several Notch 

components in the developing chick brain between HH8 and HH16 (Fig. 1 and data not 

shown). 

We observed that expression of Dll1, Hes5 and Hey1 were first detected in and around the 

ventral midline of the diencephalon just before HH11 with only few marked cells labelled 

(Fig. 1). At HH11, Dll1 expression was found from the telencephalon to the rostral region of 

the diencephalon in scattered cells (Fig. 1A). At this stage, Hes5 was similarly expressed in 

the rostral region of the head except at the level of the most anteromedial part of the 

telencephalon where its transcripts were not found (Fig. 1E). In contrast, Hey1 expression was 

restricted to the rostroventral diencephalon between the 2 developing optic vesicles (Fig. 1I). 

Importantly, ventral views of HH11 dissected neural tube revealed the ventral neurectodermal 
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Figure 2: Immunostaining for HuC/D in the rostral hypothalamus of DMSO and DAPT-

treated chick embryos (n=6). (A, B) High magnification of hemisected, flatmounted 

preparations of the rostral hypothalamus at HH13. The TPOC neurons (nTPOC) were 

characterized by the expression of the Hu class of RNA-binding proteins that marks post-

mitotic neurons. While the neurons were scattered in the DMSO control (A), after DAPT 

treatment the nTPOC population becomes denser (B).  
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surface with similar expression patterns in a crescent-shaped area for Dll1, Hes5 and Hey1 

centred around the midline between the optic vesicles (boxes in Fig. 1A, E, I). 

 

As development proceeds, the hypothalamus primordium was morphologically evident from 

approximately HH13. At this stage, double in situ hybridization with Nkx2.1, a general early 

marker of the hypothalamic plate [19], revealed an overlapping expression with Dll1, Hes5 

and Hey1 that was restricted to the rostral region of the hypothalamus (AH) with rostral 

expression caudal to the prospective chiasmatic area (Fig. 1C, G, K, asterisk). At this stage, 

Dll1 displayed a fine salt-and-pepper-like pattern (Fig. 1C arrow head). From HH13, Nkx2.1 

had just started to be expressed separately in the preoptic area (POA) of the basal 

telencephalon. Dll1 was also expressed in the POA but not Hes5 and Hey1. Dll1 and Hes5 

expression were also found overlapping with Nkx2.1 in the lateral domain of the hypothalamic 

region. 

The rostral hypothalamus gives rise to the nucleus of the tract of the postoptic commissure at 

HH13 (nTPOC) [20] as shown with the HuC/D-positive cells (Fig. 2A). The members of the 

Notch signalling pathway that were expressed within the chick diencephalon from HH11 (Fig. 

1) mapped to the rostral end of the hypothalamus primordium corresponding to the nTPOC. 

The specific colocalisation of Notch components with nTPOC at this stage underlines a strong 

contribution of this pathway during differentiation of hypothalamic neurons. 

 

Setting up an experimental strategy to identify Notch response genes in the early 

developing hypothalamus 

To identify Notch response genes we used a chemical inhibition strategy combined with a 

global measure of transcript levels using chicken microarrays. The γ-secretase inhibitor N-

[3.5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycine t-butyl ester (DAPT) provides a 

powerful tool to inhibit cell differentiation processes regulated by Notch [14]. This treatment 

caused a rapid down regulation of Hes5 expression after only 3 hours of DAPT-treatment 

(Fig. 1H). 

Based on our previous observations, showing that Notch components were first detected 

between HH10 and HH11 in the hypothalamus primordium, the genetic response to an 

inhibition of the Notch pathway was analysed from HH10 to HH13, corresponding to an 

overnight culture (16 hours). HH10 embryos were dissected and transferred into roller tubes, 

in which they were cultured for 16 hours either in DMSO or 40µM DAPT-supplemented 

medium. With such conditions, the size of the embryos was similar between DAPT-treated  
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and control embryos with no obvious morphological defects. In all DAPT-treated embryos 

analysed, the expression of Hes5 (n=20) and Hey1 (n=15) was dramatically reduced or 

abolished in the neural tube and forebrain, including the ventral diencephalon (Fig. 1L). It has 

been well established that downregulation of Hes5 derepresses the expression of Dll1 [18]. 

Accordingly, the DAPT treated embryos (n=15) exhibit increased expression of Dll1 after 16 

hours of treatment (Fig. 1D). Furthermore, Notch inhibition during this period was associated 

with an increase of the number of neurons and a loss of the scattered neurons in the rostral 

hypothalamus (Fig. 2). Therefore, a treatment starting at HH10 and for 16 hours appeared to 

be appropriate to identify direct or indirect downstream targets of Notch signalling during the 

first step of hypothalamic neurogenesis. 

 

Identification of Notch response genes in the developing forebrain 

HH10 embryos were treated with DAPT and harvested after 16 hours culture, at 

approximately HH13 for a comparative microarray analysis. To restrict our findings to genes 

that were controlled by Notch in the prosencephalon-forming region, we dissected a domain 

that was situated rostral to the mesencephalic region containing the hypothalamic 

primordium. This domain was chosen because it was morphologically well delimited at the 

stage of dissection. For each experiment, five prosencephalons from the same culture were 

dissected and pooled to obtain total RNA. Four different sets of experiments were collected 

and tested by microarray, using chick genome 4x44k DNA-microarray (Agilent; [21]). The 

DMSO and DAPT-treated embryos were directly compared by Genespring GX software 

version 12.0. We opted for a fold-change (FC) of 1.3 cut-off and identified 789 

downregulated and 769 upregulated genes in the DAPT-treated forebrain (see Table S1 in the 

supplemental material). 

It was noted that members of the Notch signalling pathway were significantly enriched in 

Gene Ontology (GO) term analysis. As expected, many Notch transcriptional targets and/or 

Notch pathway components have their expression consistently modified in our data (Table 1). 

The direct Notch target gene Hes5 was highly downregulated with a fold-change of -56.83 

(FC -56.83) also downregulated was Hey1 (FC -2.89). As expected, Dll1 was upregulated (FC 

2.26) [22]. Additionally, we identified changes in expression levels of other components of 

the Notch pathway: Jag1 (FC -1.58) [23], Numb (FC-1.49) [24], Lfng (-1.45), Notch1 (FC -

1.31) and Nrarp (FC -2.01) [25] that were downregulated (Table 1). Other components were 

upregulated, which have not been previously described as Notch targets: Aph1A (FC 1.34) 

and Mfng (FC 3.14) [26].   
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Figure 3: Regionalized expression of upregulated genes in the hypothalamus in DAPT-

treated chick embryos. Whole embryo in situ hybridization was performed with Ascl1 (A-C), 

Nhlh1 (D-F), Stmn2 (G-I), Slit1 (J-L), Robo2 (M-O), Tagln3 (P-R), Chga (S-U) and Chrdl1 

(V-X) riboprobes on control and DAPT-treated embryos after 16hrs ex-ovo culture and on 

HH15 embryos as indicated on the figure. In B, E, H, K, N, Q, T and W mesenchymal cells 

and surface ectoderm were removed to obtain dissected neural tubes (ventral view) from the 

embryo described on the left side. Small arrows highlighted specific expression of all these 

probes in the rostral hypothalamus. Arrowheads pointed to the expression in the olfactory 

epithelium. g, ganglia; m, roof of the mesencephalon; o, optic vesicles. 
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Enrichment for the GO term Nervous System Development that included 271 genes was 

observed. Several proneural genes normally repressed by the Notch pathway were 

upregulated [17]. These included Ascl1 (FC 1.67), NeuroG1 (FC 8.85) and NeuroG2 (FC 

1.57). Thus, DAPT treatment caused the expected response amongst Notch signalling 

pathway components, including Notch effector genes and proneural bHLH transcription 

factors. This demonstrated the validity of the microarray approach for identifying new target 

genes of the Notch signalling pathway.  

 

In situ hybridization validation of upregulated genes 

To identify new molecular markers regulated directly or indirectly by Notch signalling we 

focused our efforts on the upregulated genes. We obtained efficient RNA probes for 23 

upregulated markers from the enriched GO term Nervous system development (Table 1). 

These genes represented diverse functional classes and were either uncharacterized or only 

partially described during hypothalamus development. Some of these genes were already 

known hypothalamic markers (such as Robo2 and Slit1) or Notch targets in other tissues (such 

as Nhlh1 and Stmn2) [1, 2, 27]. Most of the selected genes consisted of transcription factors, 

binding proteins or specific neural progenitor genes. 

We systematically compared the expression of these genes in control (DMSO) to DAPT-

treated embryos in the same conditions as the microarray (Fig. 3). Remarkably, among the 

upregulated genes tested, 8 displayed a prominent tightly restricted expression in the rostral 

hypothalamus in DAPT-treated embryos (Fig. 3). Interestingly, for some of these genes, this 

upregulation was not just restricted to the hypothalamus but was also within other domains of 

expression such as the roof of the mesencephalon, the olfactory epithelium or the forming 

ganglions. 

 

After DAPT-treatment, Ascl1 expression (n=10) was upregulated in all tissues of the head that 

normally expressed this gene (Fig. 3A, B). This included the neuroectoderm of the ventral 

diencephalon corresponding to the developing hypothalamus as shown with the dissected 

neural tube (Fig. 3B). Expression of Nhlh1 has been shown to be regulated by Ascl1 and 

previously described in the olfactory epithelium, cranial ganglia and dorsal root ganglia [13] 

but not in the developing hypothalamus. Here, scattered Nhlh1-positive cells were found 

throughout the ventral midline between the 2 optic vesicles of HH13 control embryos (Fig. 

3E). In contrast, the density of Nhlh1-positive cells appeared higher in DAPT embryos (n=12) 

at the level of the ventral diencephalon (Fig. 3D, E). Furthermore, Nhlh1 was aberrantly  
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expressed in the olfactory placodes and the roof of the mesencephalon at this stage, whereas 

only a few scattered cells expressed this gene in the control embryos. Importantly, Ascl1 and 

Nhlh1 displayed the same profile of upregulation in DAPT treated embryos. Stmn2 

(previously called SCG10) codes for a cytoskeletal protein and is an early marker of neuronal 

phenotype [28]. Here, in DAPT embryos (n=10) this gene was strongly upregulated in the 

developing hypothalamus, and its scattered distribution was also lost (Fig. 3G, H). This 

upregulation has been classically associated with upregulation of Ascl1 and Nhlh1 [13]. 

Altogether this signifies a change in the number and density of neurons and a precocious 

neurogenesis in and around the ventral midline. This was also confirmed using the HuC/D 

antibody on DAPT-treated embryos (Fig. 2B). These observed effects fit with the expected 

role of Notch in regulating the number of neuronal precursors by lateral inhibition [17, 29]. 

Among the other upregulated genes in the ventral diencephalon, 2 have been previously 

described in the mouse hypothalamus: Robo2 and Slit1 [27]. In the control embryos Slit1 

expression was just emerging, whereas after DAPT treatment (n=13), Slit1 was upregulated in 

the ventral midline area (Fig. 3J, K). At the same stage, Robo2 expression was not detectable 

in the ventral midline of the control embryos whereas DAPT-treated embryos (n=14) 

expressed this gene (Fig. 3M, N). Robo2 gene was also upregulated in the forming ganglions 

and olfactory placodes when Notch signalling was inhibited (Fig. 3M). Notably, all these 

tissues normally display Notch activity [29].  

 

Most interestingly, Tagln3, Chga and Chrdl1 were 3 genes that were not well documented. 

Especially, their expressions have never been described in the developing hypothalamus or 

dependent of Notch signalling.  

 TAGLN3, a microtubule-associated protein, has been described as a neuron-specific protein 

in the developing neural tube [30]. In the control brain (n=17), Tagln3 was strongly expressed 

in the ventral diencephalon and showed a scattered mRNA distribution, which was lost after 

DAPT treatment (Fig. 3P, Q). Tagln3 was upregulated in all the tissues normally expressing 

this gene, which includes the olfactory placodes, the ventral diencephalon, the mesencephalic 

roof, the ganglions and the neural tube (Fig. 3R). Chga has been shown to be a member of the 

granin family of neuroendocrine secretory proteins, located in secretory vesicles of neurons 

and endocrine cells [31], however little has been discussed about its role during the early 

embryonic stages. When treated with DAPT, the level of Chga expression was increased in all 

the tissues normally expressing this gene at HH13 (n=19), which includes the ventral 

diencephalon and the olfactory placodes as for Tagln3 (Fig. 3S). Robo2 and Chga were 
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Figure 4: (A-F) HH14, dissected chick neural tube. Expression of Notch pathway component, 

Hey1 (A, B), the proneural gene Ascl1 (C, D) and a new putative target gene, Tagln3 (E, F) in 

the hypothalamus compared to Shh expression at HH14. It shows that these 3 genes were 

similarly expressed in the rostral region of the hypothalamus (AH). (A, C, E) Lateral views 

with the rostral region on the left. (B, D, F) Ventral views of the corresponding embryos A, C, 

E. Arrowheads show the patched expression of Hey1, Ascl1 and Tagln3. AH, anterior (rostral) 

hypothalamus; H, hypothalamus; LH, lateral hypothalamus, MH, mammillary region of the 

hypothalamus, T, telencephalon, TH, tuberal region of the hypothalamus; D, diencephalon. 
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expressed in the hypothalamus at HH13 only when Notch activity was inhibited (HH15 in 

Fig. 3N, T). Nevertheless, when Notch activity was normal these genes were expressed in the 

ventral hypothalamus from HH15 (HH15 in Fig. 3O, U).  

Notably, at HH15 Tagln3 and Chga were similarly expressed in and around the ventral 

midline of the diencephalon, the forming ganglions and dorsal mesencephalon (Fig. 3R, U). 

Interestingly, a few scattered cells expressed these genes in the olfactory epithelium (Fig. 3R, 

U, arrowheads) suggesting a function for these new markers during olfactory sensory neurons 

differentiation. 

Remarkably, Chrdl1, a BMP antagonist [32] had its expression restricted to the developing 

hypothalamus at HH13 and in DAPT treated embryos (n=20) Chrdl1 expression was clearly 

upregulated in this area (Fig. 3V, W). At HH15, Chrdl1 keeps its restricted expression in the 

rostroventral hypothalamus and expression was not detected in other tissues of HH15 

embryos (Fig. 3X). 

 

All 8 genes were visibly expressed ventrally at the level of the midline in the area localized 

between the two optic vesicles (Fig. 3) corresponding to the expression domain of the Notch 

components previously described in Figure 1 and the nTPOC (Fig. 2). In order to confirm that 

these expression domains were restricted to the future rostral hypothalamus, in addition to 

Nkx2.1, Shh was also used as a marker. At HH14, Shh was expressed exclusively along the 

ventral midline of the neural tube but contrary to Nkx2.1 displayed a dynamic distribution at 

the level of the hypothalamus subregions [33]. As shown by the red staining in Figure 4, the 

future hypothalamus was arranged rostrocaudally into the anterior (rostral) (AH), tuberal (TH) 

and mammillary (MH) region (Fig. 4). To compare precisely the expression profiles of Shh 

and Hey1, embryos were double labelled at HH14. Expression of Hey1 was confined to the 

Shh-positive cells of the anterior hypothalamus (AH) in the same region that the proneural 

gene Ascl1 and Tagln3 were expressed (Fig. 4). At this stage, Hey1, Ascl1 and Tagln3 

displayed a salt-and-pepper-like pattern in this area. 

 

Identification of a transcriptional program regulated by Hes5/Hey1, Ascl1 and Nhlh1 

 

It has been established that a conserved Ascl1/Dll1/Hes/Hey/Nhlh1 molecular circuitry 

operates within the progenitor pool to coordinate neurogenesis [34]. In order to test if the new 

candidate genes characterized in this study could have their expression directly regulated by 

this network, an in silico approach was used to determine DNA-binding signatures for  
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Figure 5: Summary of potential regulatory interaction model of gene regulation for 

neurogenesis in the hypothalamus revealed by in silico analysis and literature. 

(A) Schematic of mouse Hes5, Dll1, Robo2, Tagln3, Chga and Chrdl1 promoters showing the 

position of evolutionarily conserved binding motifs for HES5 (light green box), ASCL1 (Red 

box), antagonist binding sites ASCL1/HEY1 (MHAM, Red and green box) and 

ASCL1/NHLH1 (MNAM, red and orange box). Regulatory regions comprising 500 bp before 

to 100 bp after the transcription start site (+1, blue arrow). The schematic represents only the 

motifs that were conserved among several species. (B) Consensus chick and mouse box 

sequences from the literature and this study. (C) A model of interaction between the negative 

regulators HES5 and HEY1 and the positive regulators ASCL1 and NHLH1 based on the 

literature and present data. Activations were identified with a red arrow and repressions were 

identified with a green barred line. The purple arrow refers to the activation of NOTCH 

receptor by its ligand DLL1. (Bertrand, 2002; Gohkle, 2008, Castro, 2006, 2011, de la Pompa 

1997, Ma 1998 and present data).  
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ASCL1, HES5, HEY1 and NHLH1 and to detect the presence or the absence of these sites at 

the level of the promoter of the genes implicated in this circuitry. 

By using the MatInspector (Genomatix) and Evolutionary Conserved Region (ERC) browser 

software, the available proximal promoter sequences of selected genes were screened for 

binding sites in numerous organisms in order to find some cross-species genomic 

conservation. These promoters were defined as sequences 0.5Mb before and 0.1Mb after the 

transcription start site (+1). Despite a poor degree of nucleotide homology between mouse 

and chick proximal promoter regions of Hes5 and Dll1, we found a conserved sequence of 7 

nucleotides (5’-CACCTGC-3’ - MHAM) corresponding to an antagonist-binding site for 

ASCL1/HEY (Fig. 4). Importantly, this motif allowed us to give a better stringency condition 

to the in silico study compared to degenerated E-box (5'-CANNTG-3') and N-box (5’-

CACNAG-3’) sequences attributed to ASCL1 or HEY1 alone [13]. Here, we described this 

motif at the level of the Chga and Chrdl1 proximal promoters (Fig. 5). This ASCL1/HEY 

motif was also found at the level of the Mnfg promoter a known direct target of ASCL1 [34]. 

We also observed another conserved sequence of strict 7-mer nucleotides (5’-GCAGCTG-3' - 

MNAM) previously described as a direct binding sequence for Ascl1 [35] that corresponds to 

an antagonist-binding site for ASCL1/NHLH1. This sequence was found conserved in the 

proximal promoter region of Robo2 and Tagln3. 

Therefore it can be proposed that these regulatory elements, which were selected for 

enrichment in the Ascl1/Dll1/Hes/Hey/Nhlh1 molecular circuitry, may represent signatures to 

drive expression in some neural tissues. Obviously the functional relevance of this finding has 

yet to be exhaustively explored. This in silico approach along with literature led us to propose 

a predictive model of gene regulation for neurogenesis in the hypothalamus, but cannot be 

excluded as a model for other neuronal tissues such as the ganglia where neurons also 

differentiated during early development and expressed these new target genes (Fig. 5). 

 

 

DISCUSSION 

 

In this report, ex ovo roller culture of chick embryos has allowed DAPT to be delivered at a 

specific concentration and time. We show that pharmacological inhibition of Notch signalling 

can phenocopy the experimental results obtained with other methods, but allowed better 

temporal control [29]. Treatment with DAPT caused a rapid decline in downstream 

components of the Notch signalling pathway (i.e. Hes5) that initiates the molecular cascade  
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leading to the upregulation of the proneural bHLH gene, Ascl1, and the Notch ligand, Dll1. 

Numerous studies using genetic models have reported the same effect at the level of various 

developing tissues like the olfactory epithelium, the roof of the mesencephalon and neural 

tube [18, 29, 36-39]. An example is the phenotype of the null mutant mice for RBPJ, the 

essential transcription factor mediating signalling of all Notch receptors [29]. Hes5 transcripts 

normally present in the brain and spinal cord were completely eliminated in RBPJ mutant 

embryos, whereas Dll1 and Ascl1 were upregulated as well as neuronal differentiation 

markers such as Nhlh1 [29]. In our ex ovo experiments, this premature neuronal 

differentiation was similarly observed in the neural tube, mesencephalon and developing 

cranial placodes and ganglia. This study using RBPJ null mice further highlights the validity 

of our method. 

 

Surprisingly, an accurate description of Notch activity during the earliest stages of mouse or 

chick hypothalamus development when the first neurons differentiate was not reported. 

However scarce studies indicate that Dll1, Notch2 and Hes5 expression was spatially and 

temporally restricted to the developing mouse diencephalon from E9.5 (+/- HH11 in chick) 

[4, 40, 41]. A temporal assessment of Notch pathway effectors (e.g. Hes5) indicated high and 

localized expression within the chick diencephalon in the ventral-most cells as early as HH11. 

Based on the hypothalamus markers, Nkx2.1 and Shh [19, 33], we concluded that this Notch-

positive region corresponds to the hypothalamic cells of the prospective anterior 

hypothalamus. Because Hes5 was transcribed in the embryo solely in response to Notch 

signalling [8], we thus demonstrate that the first evidence of Notch activity in the chick 

hypothalamus starts very early on during the neuron progenitor expansion [20]. The Hey1 

expression domain overlaps with Hes5 in the presumptive hypothalamus, further suggesting 

that these genes may have overlapping functions in this tissue. These results were supported 

by a study that has shown that a reduction in Hes/Hey gene dosage led to an overproduction 

of neurons during hair cell formation [42]. 

 

In agreement with previous studies conducted in vertebrate embryos, the salt-and-pepper-like 

patterns observed for Dll1, Hes5, Hey1 and Ascl1 in the rostral hypothalamus suggested that 

lateral inhibition regulates early production of hypothalamic neurons [17, 43]. During this 

event, scattered cells expressing Dll1 activate Notch in their neighbouring cells inducing the 

expression of the transcriptional repressors of the Hes/Hey family genes. They repress the 

expression of proneural bHLH genes that are essential for specifying neural fate [17]. In this  
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study, by treating chick embryos with DAPT from HH10, HuC/D-positive cells were found 

grouped in a dense cluster of adjacent cells in DAPT treated embryos, whereas they remained 

scattered in control embryos. Thus an excessive number of cells differentiated into neurons in 

the ventral hypothalamus in the absence of Notch activity. This precocious neurogenesis was 

the typical “neurogenic” phenotype expected for the loss of function of Notch if working by 

lateral inhibition [9, 36]. This was confirmed by the upregulation of Ascl1 and by the lost of 

the salt-and-pepper profile of the neuronal markers Nhlh1 and Stmn2 in the absence of Notch 

activity. Thus, we propose for the first time that a mechanism of lateral inhibition operates in 

the rostral hypothalamus of the vertebrate brain to generate neurons. 

This mechanism was most probably mediated by the proneural gene Ascl1. At E10.5, Ascl1 

was the major bHLH proneural gene expressed at the level of the mouse basal plate 

expressing Nkx2.1, whereas other proneural genes such as Neurog1 and Neurog2 have their 

expression restricted to the dorsal brain [40]. In the chick brain, Neurog1 and Neurog2 

expression was not detected during the early phase of ventral hypothalamus development 

(data not shown) whereas Ascl1 expression was restricted to the rostral domain of Shh. 

Concordantly, targeted mutagenesis demonstrated an essential role for Ascl1 during the 

generation of ventral neuroendocrine neurons as well as playing a central role in subtype 

specification of these neurons [40]. 

 

Loss of function through gene mutations provides an essential tool to confirm whether Notch 

pathway has an early function during hypothalamus neurogenesis. However, single null mice 

for components of Notch (ligands or receptors) and their mediators (such as Hes1, Hes5 or 

Hey1) display defects in restricted areas of the developing embryo [36, 44-46]. While Hes5 

mutant mice do not show any gross abnormalities, in the absence of both Hes1 and Hes5 

genes, cell differentiation was severely accelerated, leading to aberrant neuronal localization 

[18]. This redundancy between the major genes of the Notch pathway may explain why a role 

for Notch during the earliest stages of hypothalamus formation has never been strongly 

attributed to this pathway before. Only recently conditional knockout mice lacking RBPJ in 

the forming hypothalamus were obtained [16]. But, still no investigations at the early stage of 

hypothalamus development have been done. However, concordantly, these mice showed an 

increased proliferation of the Arc neurons at E13.5 that may contribute to the increased body 

weight phenotype observed in the mutants. This abnormality probably takes place at earlier 

stages, as the Nkx2.1-Cre that has been used to drive Notch gene inactivation was active as 

early as E10.5 [47].  
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Other major findings in this paper were the characterization of new components of the 

differentiation program of neural progenitor cells of the hypothalamus but also of the ganglia 

and olfactory epithelium. We have independently verified the results of our microarray screen 

using RNA in situ hybridization and demonstrated that many of these genes were specifically 

expressed in the hypothalamus at HH15. The specific expression of Chrdl1 in the rostral 

hypothalamus was very fascinating, as the Bmp pathway has been strongly implicated, 

coupled with Shh for the early patterning of hypothalamus and in neuronal maturation [3]. 

This suggests that Notch signalling may regulate the activity of Bmp signalling in this area. 

We have additionally identified markers of early differentiating neurons such as Nhlh1, 

markers implicated in axon outgrowth such as Stmn2 and in axon guidance such as Robo2 and 

Slit1. Robo2 and Slit1 were expressed in the mouse developing hypothalamus from E10.5 and 

were required to maintain proper balance between primary and intermediate neuronal 

progenitors [27]. This function was probably conserved in the chick. 

Most interestingly, characterization of other unknown potential neuronal markers such Tagln3 

and Chga in the developing hypothalamus gave us a high level of confidence in our approach 

to discover new molecules regulated by Notch signalling. TAGLN3 is a microtubule-

associated protein [48] and CHGA is a protein released in circulation by neuron that interacts 

with STMN2 in human neuroendocrine cells [49].  

At HH15, the comparison between Tagln3 and Chga expression revealed a virtually identical 

expression pattern, not only in the hypothalamus but also in the olfactory epithelium and 

forming ganglions. They were similarly upregulated in all these tissues when Notch activity 

was blocked. These expression patterns restricted to neural tissue have not been reported 

before. Therefore, these genes must be considered as important new molecular markers for 

neurogenesis.  

Importantly, Tagln3, Chga, Robo2, Slit1 and Chrdl1 expression has been highlighted in this 

study to be controlled by the Notch/proneural genes network. This cascade of genes allows 

cells to escape lateral inhibition (neuronal progenitor) to enter the pathway that leads to 

terminal neuronal differentiation (Fig. 5). It was clear that coordination between numerous 

proneural factors was necessary for the specification of the neuronal subtypes of the ventral 

hypothalamus. There are numerous studies in which Ascl1 has been identified to regulate 

other bHLH genes (i.e. Neurog3, NeuroD, Nhlh1), which in turn activates neuron-specific 

structural genes as Stmn2 [4, 13]. Interestingly, a genome-wide chip assay has shown that 

ASCL1 directly binds Tagln3 promoter [50] and ASCL1 and CHGA have the same 

overexpression profile in small-cell lung cancer [51]. Although we have no in vitro or in vivo  
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evidence that HES5, HEY1, ASCL1 and/or NHLH1 directly binds to or regulates the 

expression of Chga, Chrdl1 and Robo2 genes, we have found several well conserved putative 

HEY1-, and ASCL1- and NHLH1-binding sequences located within the 600 bp around their 

transcription start sites. Certainly, a more detailed fate map study of these neuronal markers 

will be required to better understand how they contribute to the specification of the 

hypothalamic sensory territories. In the meantime, our data has been compared with other 

screens and genome wide chip experiments to build a model of the regulatory cascade [34, 

50] that may regulate neurogenesis at the level of the hypothalamus and possibly other 

regions of the developing embryo (Fig. 5).  

 

Given the almost universal use of Notch/proneural network in cell fate renewal and 

transition, it was necessary to look for new molecular targets. We uncovered that Notch 

signalling modulates the generation of neurons in the early developing hypothalamus by 

lateral inhibition. Most importantly, our global approach allowed us to characterize several 

new markers expressed in this tissue and that may have their expression under the control of 

the Notch/proneural genes oscillating regulation. The elucidation of this Notch/proneural 

transcriptional cascade including these new genes will be a challenge in the future since 

hypothalamic development has considerable importance for human health. Genetic defects in 

the development of specific cell subtypes in hypothalamus have already been reported for 

congenital obesity [52]. 

  

 

METHODS 

 

Roller-tube culture and drug treatments 

Isa Brown fertile hen eggs were obtained from Amice-Soquet hatchery (Lanrelas, France) and 

incubated in a humidified 38°C incubator for the desired stages. Embryos were staged 

according to Hamburger and Hamilton (HH) [53]. Embryos were collected at HH10 and 

cultured as described previously [54]. The -secretase inhibitor (N-[N-3,5-difluorophenacetyl-

1-alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester, DAPT; Sigma) was dissolved in DMSO [55]. 

Embryos were treated with DMSO or 40µM of DAPT in L15 culture medium (supplemented 

with chick serum and gentamycin). Animal experimentation protocols were conformed to the 

European Union guidelines. No invasive (pain-inducing) procedure was used for this study. 
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mRNA expression profiling on microarray 

A whole genome microarray analysis was performed on total RNA extracted from 5-pooled 

prosencephalon. Chick embryonic prosencephalon was dissected after 16 hours roller culture 

with DMSO or DAPT. Total RNA was immediately extracted. The RNA quality had been 

controlled by 2100 Bioanalyzer. Total RNA (50µg) from each sample was reverse 

transcripted and cRNAs were prepared according to the Agilent recommendations and 

following the one-color protocol to be labelled with Cy3-CTP. Hybridization was 

accomplished on the Agilent 4x44K whole chicken genome in situ oligonucleotide microarray 

(Agilent - [21]. Image acquisition was performed using the Agilent Scanner (Biogenouest, 

Rennes) and signals were extracted by Agilent Feature Extraction software. Data 

normalization was performed by a per-chip 50
th

 percentile method by the Genespring Agilent 

GX12. Gene Ontology (GO) analysis has been performed using Webgestalt online software 

(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/). The Homo Sapiens Genome was selected as a 

reference set for enrichment analysis. Webgestalt used a hypergeometric statistical method 

and an adjustment of Benjamini-Hochberg for the Multiple Test with a significance level of 

0.05. Nervous system development enrichment was significant with adjP=1.55e-22. As far as 

Notch signalling pathway enrichments performed on KEGG and Pathways Commons analysis 

were significant with respect to: adjP=6.96e-07 and adjP=5.80e-06. 

 

Whole-mount in situ hybridization and immunohistochemistry 

After harvesting, embryos were fixed with 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline 

(PBS). Whole-mount in situ hybridization was performed as described [56]. All probes, 

excepted Dll1, were generated by PCR which were subcloned in pCR®II-TOPO® and used 

to transcribe the antisense RNA probes. A plasmid carrying chick Dll1 (NotI-T3; gift of Frank 

Schubert, U.K.) was used. Double in situ hybridization on whole embryos was done with 

Digoxigenin (Dig) and Fluorescein (Fluo) labelled RNA probes (Roche). The protocol for 

immunohistochemistry has been described previously [57]. Whole-mount roller culture 

embryos were stained using pro-neural antibody, anti-human HuC/D (1:500, Life 

technologies, 16A11).   
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Design of Transcription Factor Binding Sites and Comparative Genomic of promoters 

in various species 

Mouse and chick genomic sequences were downloaded from the UCSC Genome Browser and 

Entrez Gene Databases. Mouse promoters were downloaded from The Eukaryotic promoter 

database (EPD) and compared to proximal promoters predicted with PromScan Software. 

Mouse and chick promoters were annotated with different specific motifs such as TATA 

boxes using YAPP Software Software (http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-

bin/yapp_intro.cgi). Predictive transcription factor-binding consensus sequences were 

obtained using MatInsepctor Position Specific Scoring Matrix (PSSM) libraries [58]. 

Relevant binding sites were analysed using multiple alignments and consensus sequences 

were transformed in IUPAC strings. These strings were reported on selected gene promoters. 

Finally a comparative genomic study was performed for binding sites between mammal and 

bird when available.  

 

 

ABBREVIATIONS 

Arc: Hypothalamic arcuate neurons; bHLH: helix-loop-helix; HH: Hamburger and Hamilton; 

TPOC: tract of the postoptic commissure; NICD: Notch intracellular domain; nTPOC; 

nucleus of the tract of the postoptic commissure; POA: preoptic area  
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TABLE 

Gene Symbol Accession Number Description FC Value 

Notch signalling pathway components  

Hes5 NM_001012695 Hairy and enhancer of split 5 (Drosophila) -56.83 

Hey1 XM_425926 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 -2.89 

Nrarp XM_428951 Notch-regulated ankyrin repeat protein -2.02 

Jag1 XM_415035 Jagged 1 -1.58 

Numb NM_204835 Numb homolog (Drosophila) -1.49 

Lfng NM_204948 LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase -1.46 

Notch1 XM_415420 Notch 1 -1.31 

Notch2 XM_001233595 Notch 2 -1.30 

Aph1a XM_001233301 Anterior pharynx defective 1 homolog A (C. elegans) 1.34 

Dll1 NM_204973 Delta-like 1 (Drosophila) 2.26 

Mfng XM_416278 MFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 3.15 

Nervous system development GO term (upregulated genes)  

Neurog1 NM_204883 Neurogenin 1 8.85 

Nhlh2 AF123885 Nescient helix loop helix 2 4.18 

Nefm NM_001101730 Neurofilament, medium polypeptide 4.05 

Tagln3 XM_416634 Transgelin 3 3.69 

Nhlh1 NM_204121 Nescient helix loop helix 1 3.47 

Stmn2 NM_205181 Stathmin-like 2 2.49 

Nr5a1 NM_205077 Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 1 1.87 

Nrg1 NM_204117 Neuregulin 1 1.77 

Chga CR523039 Chromogranin A (parathyroid secretory protein 1) 1.74 

Sim1 U40058 Single-minded homolog 1 (Drosophila) 1.74 

Bsx NM_204512 Brain-specific homeobox 1.68 

Ascl1 NM_204412 Achaete-scute complex homolog 1 (Drosophila) 1.67 

Nr5a2 NM_205078 Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2 1.59 

Gap43 XM_425527 Growth associated protein 43 1.57 

Neurog2 NM_204796 Neurogenin 2 1.57 

Sox14 NM_204761 SRY (sex determining region Y)-box 14 1.51 

Robo2 XM_416674 Roundabout, axon guidance receptor, homolog 2 (Drosophila) 1.46 

Cntn2 

Slit1 

NM_001004395 

XM_421715 

Contactin 2 (axonal) 

Slit homolog 1 (Drosophila) 

1.39 

1.37 

Hes6 BX935736 Hairy and enhancer of split 6 (Drosophila) 1.36 

Bdnf NM_001031616 Brain-derived neurotrophic factor 1.34 

Foxn4 NM_001083359 Forkhead box N4 1.31 

Chrdl1 NM_204171 Chordin-like 1 1.30 

 

 

 
Table 1: Example of expression values for genes selected with an absolute fold-change (FC) 

≥1.3 after Gene Ontology (GO) enrichment. HH10 embryos were treated with DAPT or 

DMSO for 16 hours, and global change in gene expression of the forebrain were compared by 

microarray analysis. Two GO enriched terms have been selected: Notch signalling pathway 

and Nervous system development. This GO term contains 271 enriched genes, 135 were 

upregulated. Here we have listed the 23 genes for which we have obtained a RNA probes. The 

title and description for each gene were given as well as the accession number and the FC. 
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 EXPRESSION DYNAMIQUE DE NOUVEAUX MARQUEURS DE NEUROGENÉSE DANS 

LE SYSTEME NERVEUX EMBRYONNAIRE 

 
Notre première étude présentée dans l’Article 1  a permis d’identifier de nouveaux 

marqueurs de neurogenèse  au sein de l’hypothalamus mais qui sont également exprimés 

dans d’autres territoires neurogéniques tels que l’épithélium olfactif. 

Les gènes Tagln3 et Chga sont par ailleurs peu décrits dans  la  littérature et nous avons 

entrepris de décrire leur domaine d’expression au cours du développement embryonnaire. 

Je présenterai ici les résultats préliminaires obtenus au cours de ma thèse qui font l’objet 

d’un article en cours de préparation. 
 

1. Dynamic expression  in placodal cells of markers of  later neurogenesis steps, Nhlh1 

and Stmn2 

Nhlh1  is an early panneuronal marker well known to be expressed  in the olfactory 

epithelium and cranial ganglions (de la Pompa et al., 1997; Ma et al., 1998; Murdoch et al., 

1999). The expression of Nhlh1  is regulated by the Notch pathway and proneural genes as 

Ascl1  and  Neurog1. Nhlh1  is  implicated  in  neurogenesis within  olfactory  placodal  region 

(Suzuki et al., 2003). We used Nhlh1 as a marker of neurogenic regions where neurogenesis 

was  in progress. Moreover, we used  Stmn2 as a  late panneuronal marker of postmitotic 

neurons (Groves et al., 1995; Stein et al., 1988).  

The  expression  pattern  of  these  two markers  has  not  been well  described  during 

early embryonic development of the chick embryo. We show their expression patterns from 

stage  HH10  to  HH22.  Interestingly,  they  could  be  implicated  in  the  same  neurogenesis 

process within specific neurogenic territories (Figure 1 AJ).  

By HH10, expression of Nhlh1 started  in scattered cells within the rostral twothirds 

of the spinal cord (Fig. 1A). This expression was maintained until HH22 where Nhlh1 was also 

expressed  in dorsal root ganglia (DRG) (Fig. 1E). By HH12, Nhlh1 started to be expressed  in 

the developing hypothalamus (Fig1. B) and was expanded during development. We observed 

some Nhlh1+ cells in the trigeminal placode area (Tg), which were superposed to few Nhlh1+ 

isolated cells in the MLF neurons (data not shown) and in the trigeminal ganglia in R1. Nhlh1 

aggregated at the level of acoustic ganglia (VII/VIII) above the otic vesicles (OV) (Fig. 1B). By 

HH15, Nhlh1 was first detected in the olfactory epithelium (OE) (Fig. 1C). The expression of  
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Figure  29.  Expression  of  neuronal  markers  in  the  developing  chick  nervous  system 
detected by in situ hybridisation. 

Nhlh1, Stmn2, Tagln3, Chga and Cntn2 mRNA expressions are reported from HH10 to HH22 on whole
mount chick embryo. Roman numerals indicate cranial ganglia that express genes. 
(DRG: dorsal root ganglia; Hyp: hypothalamus; Nt : neural tube; OE: olfactory epithelium; OV: optic 
vesicles;  SG: sympathetic ganglia; Tg : trigeminal placode; III: oculomotor ; V: trigeminal; VII/VIII: 
facial/vestibuloacoustic; IX: glossopharyngeal; X: vagus; XI: cranial accessory, *: npmesV).  
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Nhlh1 persisted until HH22 where some cells of OE contacted the rostral telencephalon by 

spreading across the forming olfactory bulb. At HH2, Nhlh1 was still expressed in the cranial 

ganglia  and  their  respective  nerves:  trigeminal  (V),  facial/vestibuloacoustic  (VII/VIII), 

glossopharyngeal  (IX) and vagus ganglia  (X). By HH18,  in a stripe  running along  the  lateral 

edge of the ventricular zone corresponding to the oculomotor ganglion (III) also expressed  

Nhlh1  (Fig. 1D). By HH15, scattered cells  in  the dorsal mesencephalon expressed  transient 

Nhlh1 because expression disappeared at HH18. 

 

These expression patterns were coherent with previous studies  in mouse that have 

shown Nhlh1 was expressed in scattered cells of the neural tube within the brain and rostral 

twothirds of the spinal cord and  in VII, IX and X cranial ganglia at E9.5  (de  la Pompa et al., 

1997;  Fode  et  al.,  1998).  At  E10.5,  expression  also  appeared  in  the  dorsal  root  ganglia 

(Murdoch  et  al.,  1999).  Together  these  data  implicated  Nhlh1  in  the  formation  of  a 

subpopulation of the early migrating neuroblasts.  

 

It  was  not  surprising  that  Stmn2  expression  was  not  detected  at  HH10  (Fig.  1F) 

considering that  is a marker of terminally differentiated neurons  (Groves et al., 1995; Stein 

et  al.,  1988).  Most  interestingly,  unlike  of  Nhlh1,  Stmn2  was  early  expressed  in  the 

developing hypothalamus namely HH12  (data not shown) and maintained within  it until at 

least HH22  (Fig.1HJ). By HH15, Stmn2 was expressed  in scattered cells of the oculomotor 

ganglion domains  (Fig. 1H).  Stronger expression was detected acoustic ganglia  aggregates 

and dorsal borders of  rhombencephalon where are  formed  later DRG  (Fig. 1H). By HH18, 

Stmn2 was expressed in more the defined ganglia aggregates (III, V, VII/VIII, IX, X) as at HH22 

(Fig1.  IJ). Expression within  the ventral plate  is continuous  from  the hypothalamus  to  the 

mesencephalon  (Fig1. HJ). High  Stmn2 expression  is also detected along  the neural  tube. 

Finally at HH22, Stmn2 is expressed in the olfactory epithelium and the sympathetic ganglia 

(Fig. 1J).  

In  mouse,  Stmn2  was  detected  at  E10  in  the  dorsal  neuralcrest  derived  dorsal 

portion and in the ventral trigeminal placodes (Streicher et al., 2000). In the Neurog1 mouse 

mutant, Stmn2 allowed to identify differentiated neurons at the level of trigeminal, 
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Figure 30. Coexpression of panneural marker, HuC/D and novel markers 

Double  labelling  for  Nhlh1,  Tagnl3,  Chga  and  Cntn2  by  in  situ  and  HuC/D  by 

immunohistochemitry  showing  the  relationship  of their  expression  domains  in  the  cranial 

ganglia  in HH18 (AC) and HH21 (DF) as well as  in the  lateral olfactory tract  in HH21 (GI). 

Roman numerals indicate cranial ganglia that expressed genes 

(np: nasal placode, T:  rostral  telencephalon; V:  trigeminal; VII/VIII:  facial/vestibuloacoustic; 

IX: glossopharyngeal; X: vagus) 
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geniculate, vestibulecochlear, nodose, petrosal, accessory ganglia as well as newly motor 

neurons (Wang and Anderson, 1997).  

This study provides additional neurogenic domains not previously described characterized by 

Stmn2  such  as  the  hypothalamus,  oculomotor  nerves  and  olfactory  epithelium.  Although 

Nlhl1  and  Stmn2 were  localized  to  developing  neural  structures  of  the  CNS  and  PNS,  it 

cannot  be  definitely  ascertained  by  in  situ  hybridization  if  expression  was  restricted  to 

developing neurons or to support cells. 

 

2. Dynamic expression in placodal cells for three novel neuronal markers, Chga, Tagln3 

and Cntn2 

We  previously  identified  three novel neuronal markers  at HH13  in  the  developing 

hypothalamus  (Ratié  et  coll.,  submitted).  They  have  been  identified when we  compared 

control embryos  versus DAPT  treated embryos, where Notch pathway was  inhibited.  The 

expression  of  these  genes  were  not  restricted  to  the  hypothalamus  and  seemed  to 

characterize  other  neurogenic  regions  as  olfactory  epithelium  or  cranial  ganglia.  Using 

expressions  of  Nhlh1  and  Stmn2  that  were  genes  considered  as  differentiated  neurons 

markers, we could describe the expression patterns for Tagln3, Chga and Cntn2 from HH10 

to HH22. 

Tagln3 was first detected at HH8  in  isolated cells within the neural tube (data not shown). 

The  density  of  staining  increased  between  HH10  to  HH15  (Fig.  1KM)  and  however 

expression  seemed  to  decrease  from  HH18  to  give  way  to  expression  in  DRG  and  and 

sympathetic  ganglia  along  the  spinal  cord  (Fig.  1NO). By HH12,  Tagln3  showed  a  similar 

expression pattern to Nhlh1, except that Tagln3 expression was absent in the hypothalamus 

(Fig. 1L). Tagln3 expression began between HH12 and HH15 in the hypothalamus as well as 

in the olfactory epithelium (Fig. 1M). Moreover, Tagln3 was expressed in cranial ganglia and 

respective nerves (III, V, VII/VIII, IX and X) from HH15 to HH22 where staining became more 

restricted to ganglia domains (Fig. 1MO). Then, Tagln3 decreased at the hypothalamus but 

maintained  in  olfactory  epithelium  at  HH18  and  HH22  (Fig.  1NO).  Finally,  Tagln3  was 

observed at HH22 along the diencephalicmesencephalic boundary (DMB) (Fig. 1O).  

These results were coherent with the previous study of Butchova and collaborateurs 

(2010) that showed the same expression pattern at HH20 in cranial ganglia, DRG and spinal  
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ganglia  (Buchtova  et  al.,  2010). Our  report  showed  the  dynamic  of  Tagln3  expression  in 

different neurogenic territories and the overlap with neuronal markers presented arguments 

in favour of its role in neurogenesis discussed in our previous study (Ratié et al, submitted). 

 

Generally, we observed a similar expression pattern for Chga. In the whole embryo, 

its expression began à HH12 in scattered cells along the spinal cord but not as diffuse as the 

expression  of Nhlh1,  Stmn2  and  Tagln3  (Fig.  1PQ)).  Indeed,  Chga was  expressed  in  two 

vertical  lines  starting below otic vesicles  (OV)  (Fig.1 Q, arrows)  that were denser at HH15 

then expression decreased  (Fig. 1RT). Therefore, Chga was expressed  in each sympathetic 

ganglion and DRG unlike Tagln3 at HH22  (Fig. 1T). Expression of Chga was detected  in the 

developing hypothalamus  from HH12  to HH15  (Fig.  1QS)  and  in  the olfactory epithelium 

from  HH13  to  HH22  (Fig.  1RT)  where  some  cells  followed  the  same  way  towards  the 

telencephalon as for Nhlh1, Stmn2 and Tagln3. Only at HH15, could Chga be detected in the 

dorsal mesencephalon corresponding  to  the npmesV neurones  (nucleus of  the descending 

tract of  the mesencephalic  tract of  the  trigeminal nerve)  (Fig. 1R, asterisk).  In  the  cranial 

ganglia, Chga expression began  in  the  trigeminal placode and acoustic ganglia at HH15  to 

give more defined expression domains in III, V, VII/VIII, IX and X ganglia from HH18 (Fig. 1R

T). 

In zebrafish, Chga was expressed in the otic and trigeminal placodes as well as in DRG 

precursors  at early  stages of development  (Xie et al., 2008).  Later Chga was described  in 

cranial  ganglia,  in  each  somatic  segment  and  stronger  in  DRG.  Few  studies  reported  an 

expression pattern  for Chga  that making  it  interesting  challenge  for us  to described  Chga 

expression in chick embryo. Together these data suggest that Chga such as Tagln3, involved 

in neurogenesis of the olfactory epithelium, cranial and spinal ganglia and DRG.  

 

At  HH10,  Cntn2  presented  a  slightly  different  expression  compared  to  the  others 

genes described  in this report (Fig. 1U).  Indeed, we observe a strong staining  in the neural 

tube  borders  at  the  level  of  the  rhombomères  3  and  below  to  the  otic  vesicles  at HH10 

(Fig.1U). Along the spinal cord, scattered Cntn2+ cells were observed still below otic vesicles 

and  give  rise  to  acoustic  ganglia  above  (Fig.  1X).  Cntn2 was  expressed  in  the  trigeminal 

placode  at HH15  unlike  genes  reported  down  here  (Fig1. W). Moreover,  by HH18  Cntn2 

appeared in the olfactory epithelium and persisted until HH22 to highlight the cell line that  
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contacted the rostral telencephalon (Fig. 1XY). At this stage, cranial nerves and ganglia (III, 

V, VII/VIII, IX, X and XI) expressed Cntn2 as well as DRG (Fig. 1 Y). We could also distinguish 

Cntn2 in the DMB and MLF neurons (data not shown).  

 

Cntn2 was  expressed  in  neurons  of  the  central  and  peripheral  nervous  system  in 

rodents.  More  precisely,  Cntn2  was  detected  in  commissural  neurons,  motor  neurons, 

cranial  ganglia and DRG neurons  (Hadas et al., 2013; Wolfer et al., 1998).  Interestingly,  a 

recent  study  identified  on  the  Cntn2  mouse  promoter  was  a  binding  site  for  bHLH 

transcription  factors  (Ebox),  suggesting  a  potential  regulation  by  proneural  or  Hes/Hey 

transcription factors (Hadas et al., 2013). Cntn2 affects neural differentiation before exit of 

the  cell  cycle  and modulate postmitotic neurons  generation  (Ma  et  al.,  2008a; Ma  et al., 

2008b; Xenaki et al., 2011) by antagonising between others members of CNTN family. With 

this report we provide the neurogenic potential of Cntn2 in early developing central nervous 

system in the vertebrate embryo. 

 

3. Coexpression of Nhlh1, Chga and Tagln3 and Cntn2 in epibranchialderivated ganglia  

 

HuC/D  is a panneural marker that  labels neuronal cell bodies. The use of this antibody 

could be used  to  confirm  the  expression of  these markers within  the neurons. Here,  the 

cranial ganglia and olfactory epithelium were used to highlight this observation. 

First we observe an overlapping between HuC/D and Nhlh1, Tagln3, Chga and Cntn2  in 

the  five  cranial  ganglia  (V,  VII,  VIII,  IX,  X)  at  HH18  and  HH21  (Fig.  2AH).  By  HH18,  the 

olfactory placode began to  invaginate and by HH22 the olfactory pothas formed  in a bowl

like shape. Our  results  indicated  that  these  four genes are expressed  in neurons. By HH22 

the expression of the markers, Nhlh1, Tagln3, Chga and Cntn2 within the cranial ganglia was 

much more concentrated to the ganglia (Fig. 2EH).  

Cranial  ganglia  are  different  embryonic  origins,  they  came  from  neural  crest, 

epibranchial, hyoid and otic placode (Morales et al., 2007). The trigeminal ganglia and their 

associated nerves V,  is composed of  two patches  from epibranchial placode and one  from 

neural crest. The geniculate ganglion (VII) derived from epibranchial placode as the petrosal  
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(IX) and nodose (X) ganglia unlike facial ganglia that derived from otic placode. Finally ciliary 

(III), superior (IXp) and jugular (Xp) ganglia derived from neural crest.  

Interestingly,  the neuronal makers,  Tagln3, Chga and Cntn2  seem  to be expressed 

only  in epibranchial parts of different ganglia. To confirm  this hypothesis, a coexpression 

between the markers and HNK1 a specific marker of neural crest cells (Morales et al., 2007) 

is in progress. 

 

4. Coexpression of Nhlh1 and Chga in cells of lateral olfactory tract  

 

Neurons projections produced primary axons from the olfactory bulb (OB) that grows 

preferentially  into the ventrolateral part of the telencephalon to form the  lateral olfactory 

tract  (LOT).  Olfactory  sensory  neurons  can  be  characterized  by  HuC/D  expression  that 

marked postmitotic neurons (Fornaro et al., 2003; Maier and Gunhaga, 2009). 

Within the olfactory epithelium all  the markers presented here were expressed and 

we observed an overlap between Nhlh1 and Chga expression in the nasal pit as well as in the 

LOT with HuC/D staining (Fig. 2M, N). Interestingly, within the migratory stream of neurons 

that are migrating towards the telencephalon, Tagln3 was not present within these neurons 

like Nhlh1 and Chga  (Fig2. O). At  the opposite, Cntn2 was only expressed  in the migratory 

stream of neurones (Fig2. P) 

  

In  this  study, we have analysed  the  temporal and  spatial expression of  Stmn2, Nhlh1, 

Chga,  Tagln3,  Cntn2  and HuC/D  during  the  early  development  of  the  cranial  ganglia  and 

olfactory placode. The expression of Tagln3, Chga and Cntn2 was partially described before 

in cranial ganglia  (Buchtova et al., 2010; Hadas et al., 2013; Wolfer et al., 1998; Xie et al., 

2008). At the opposite, these markers were never described before during olfactory placode 

neurogenesis.  
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 LE  GÈNE  SHH  EST  RÉGULÉ  PAR  LA  VOIE  NOTCH  AU  NIVEAU  DE  LA  LIGNE 

MÉDIANE 

 

Notre  analyse  transcriptomique  réalisée  à partir d’ARNs extraits du  cerveau  antérieur 

des embryons a révélé, notamment, une forte diminution de l’expression du gène Shh. Or, 

ce gène est considéré comme le gène majeur impliqué dans l’HPE (Mercier et al., 2011).  

Chez l’embryon de poulet, Shh est exprimé au niveau du Nœud de Hensen dès  le stade 

HH5,  qui  correspond  au  début  de  la  gastrulation  (Aglyamova  and Agarwala,  2007) puis  à 

partir de HH6, la molécule SHH est sécrétée par la plaque préchordale et la notochorde pour 

induire  la  plaque  neurale. A  partir  du  stade HH10,  Shh  est  spécifiquement  exprimé  dans 

l’hypothalamus en développement avec une limite antérieure qui correspond à 

l’hypothalamus antérieur (Bardet  et  al.,  2010;  Ratié  et  al.,  accepté  pour  Neural 

Development). 

 

Dans cette région, l’activité de SHH  est nécessaire à l’expression du gène Nkx2.1,  un 

marqueur  spécifique  des  précurseurs  hypothalamiques  (Dale  et  al.,  1997; Ohyama  et  al., 

2005). Nous avons précédemment montré que cette expression dans l’hypothalamus 

antérieur était chevauchante avec l’expression des acteurs de la voie Notch  (Ratié  et  al., 

accepté pour Neural Development). L’induction et le maintien de l’expression de Shh dans 

cette  région dépendent de nombreux  facteurs de  signalisation comme Nodal, BMP ou Fgf 

(Manning et al., 2006; Mathieu et al., 2002; Ohyama et al., 2008; Pearson et al., 2011; Rohr 

et al., 2001) qui sont également des voies impliquées dans l’apparition de l’HPE (Arauz et al., 

2010; Klingensmith et al., 2010; McCabe et al., 2011; Yang et al., 2010). 

Pour tester si l’expression de Shh était également sous la dépendance de la voie Notch, 

nous avons évalué son expression par hybridation in situ en condition d’inhibition de la voie 

Notch. Ces résultats qui sont préliminaires vous sont présentés ciaprès. 
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Figure 31.  Une perte systématique de l’expression de Shh  dans l’hypothalamus en 

développement 

Validation de l’expression différentielle de Shh chez des embryons traités au DAPT au stade 

HH10 puis cultivés pendant 16h. A. Vue latérale B. Vue ventrale du tube neural disséqué des 
embryons  présentés  en  A.  On observe une absence d’expression de Shh au niveau de 

l’hypothalamus (*) alors qu’elle est conservée dans le reste du tube neural. 
D : diencéphale ; M : mésencéphale ; R :  rhombencéphale ;  T :  télencéphale ; VO :  vésicules 
optiques 
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1. Plusieurs marqueurs de l’identité hypothalamique sont sousexprimés  en 

absence d’activité Notch. 

 
Les territoires hypothalamiques du prosencéphale naissent d’une région caractérisée par 

l’expression de Shh, Nkx2.1  et Nkx2.2  (Marin  et  al.,  2002;  Pan  et  al.,  2004;  Szabo  et  al., 

2009).  

D’après l’enrichissement par Gene Ontology pour le terme Développement du système 

nerveux, 136 gènes présentent un profil de sousexpression en condition d’inhibition de la 

voie Notch dans  le cerveau antérieur. Parmi ces gènes, on retrouve  le gène Shh  (FC=2,42) 

mais  également  deux  de  ses  principales  cibles  Nkx2.1  (FC=3,64)  et  Nkx2.2  (FC=1,33) 

(Briscoe et al., 2000; Gulacsi and Anderson, 2006). 

Nous avons souhaité valider la dérégulation de l’expression de ces trois gènes par 

hybridation in situ chez l’embryon de poulet dans les mêmes conditions expérimentales que 

celles  utilisées pour l’analyse du transcriptome.  Des  embryons  au  stade  HH10  ont  été 

disséqués  et  cultivés  selon  la méthode  de  culture  roller  (Figure  28)  soit  en  présence  de 

DMSO soit en présence de l’inhibiteur de la voie Notch, le DAPT à 40µM (Ratié et al., accepté 

pour Neural Development).  

 

Dans ces conditions nous avons observé que l’expression de Shh  était  anormalement 

absente  spécifiquement  dans  la  région  antérieure  de  son  domaine  normal  d’expression 

(Figure  31).  En  effet,  la  vue  latérale  présentée  dans  la  Figure  31  montre  que  chez  les 

embryons traités au DAPT, Shh est spécifiquement absent dans la région la plus rostrale de 

son expression (Figure 31A). A contrario, son expression est conservée dans les régions plus 

postérieures  correspondant  au  plancher  du mésencéphale,  du  rhombencéphale  et  de  la 

moelle épinière chez les embryons traités au DAPT (Bardet et al., 2010; Persson et al., 2002; 

Ribes and Briscoe, 2009).  

Cette sous expression est totalement pénétrante (n=20). La vue ventrale du tube neural 

disséqué montre que cette région correspond au diencéphale ventral situé dans l’axe des 

deux vésicules optiques (Figure 31B). 

Chez  les embryons traités au DAPT,  le même type de sous expression est observé pour 

Nkx2.1  et  Nkx2.2.  Après le traitement au DAPT, l’expression  de  ces  deux  gènes  est 

clairement diminuée voire absente au niveau du primordium de l’hypothalamus qui exprime  
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Figure 32. Validation de l’expression différentielle de Nkx2.1 et Nkx2.2 chez des embryons 

traités au DAPT 

A.  Vue  latérale  B.  Vue  latérale  du  tube  neural  disséqué.  Expression  de  Nkx2.1  chez  des 
embryons contrôles (DMSO) ou traités au DAPT au stade HH10 puis cultivés pendant 16h. On 
observe une perte de l’expression de Nkx2.1 au niveau de la partie antérieure de 

l’hypothalamus chez les embryons traités au DAPT. 
C.  Vue  latérale  D.  Vue  ventrale  du  tube  neural  disséqué.  Expression  de  Nkx2.2  chez  des 
embryons contrôles (DMSO) ou traités au DAPT au stade HH10 puis cultivés pendant 16h. On 
observe une très forte diminution de l’expression de Nkx2.2 au niveau de l’hypothalamus 

antérieur chez les embryons traités au DAPT. 
D : diencéphale  ; Hyp : hypothalamus ; LH : hypothalamus  latéral ; M : mésencéphale ; PH : 
hypothalamus postérieur ; R : rhombencéphale ; T : télencéphale ; VO : vésicules optiques ; * 
partie  antérieure de l’hypothalamus 
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ordinairement ces gènes (Figure 32A et B). Nkx2.1 est normalement détecté dans  la région 

ventrale du cerveau antérieur au niveau de l’hypothalamus antérieur, latéral et postérieur 

chez les  embryons  contrôles  (Bardet  et  al.,  2010).  Son  expression  est  spécifiquement 

absente  dans  la  région  antérieure  chez  les  embryons  traités  au DAPT  (Figure  32B)  alors 

qu’elle est maintenue dans les autres domaines de l’hypothalamus. 

De même, Nkx2.2 est exprimé dans la région ventrale du cerveau antérieur au niveau de 

la partie antérieure de l’hypothalamus chez les embryons contrôles (Figure 32C).  Son 

expression est très fortement diminuée dans cette région dans les embryons traités au DAPT 

(Figure 32D). Son expression au niveau du  tube neural est quant à elle maintenue  (Figure 

32C) (Holz et al., 2010; Schafer et al., 2005). 

 

Ces résultats bien que préliminaires sont essentiels car  ils vont clairement dans  le sens 

d’un rôle de la voie Notch au cours de  la mise en place de  la  ligne médiane antérieure,  la 

structure responsable de l’apparition d’HPE. Il est important de rappeler à ce stade qu’une 

perte d’expression spécifique de Shh et Nkx2.1 dans  cette  région de  la  ligne médiane est 

caractéristique d’un phénotype HPE (Allen et al., 2007; Anderson et al., 2002; Higashiyama 

et al., 2007; Lowe et al., 2001; Vincent et al., 2003; Yang et al., 2010). 

 

Plusieurs  cascades  de  signalisation,  dont  Notch  et  Shh,  interagissent  au  cours  de  la 

prolifération  et  de  la  différenciation  neuronale  (Agarwala  et  al.,  2001;  Aglyamova  and 

Agarwala,  2007;  Komada  et  al., 2008;  Lardelli  et  al.,  1996).  Cependant,  peu d'études  ont 

porté  sur  l'interaction  entre  ces  cascades  de  signalisation  en  particulier  au  niveau  du 

plancher du diencéphale  (Crawford and Roelink, 2007; Schafer et al., 2005; Schafer et al., 

2007). 

Actuellement, nous ne sommes pas en mesure de conclure sur le mécanisme d’inhibition 

de l’expression de Shh en absence d’activité Notch dans l’hypothalamus antérieur. Plusieurs 

pistes peuventêtre suivies: 

 
a) Nous avons montré dans l’Article 1 que cette même région présentait une neurogenèse 

précoce en absence d’activité Notch (Ratié et al., accepté). L’absence de Shh peut donc être  
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Tableau  5 : Valeurs d’expression différentielles   obtenues lors de l’analyse 

transcriptomique sur des embryons traités à la cyclopamine. 
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consécutive à  la phase postmitotique découlant de  la neurogenèse précoce. En effet, Shh 

est nécessaire à l’activation de la cycline D1 dans la plaque neurale et contribue ainsi à la 

maturation  progressive  du  tube  neural  en maintenant l’activité mitotique (Ishibashi  and 

McMahon, 2002; Lobjois et al., 2004). La signalisation Shh par l’intermédiaire des protéines 

GLI,  régule  la  phase G1  du  cycle  cellulaire des  cellules  neurales progénitrices.  La  voie  de 

signalisation Shh régule finalement de façon indépendante l’établissement, la prolifération 

et  la  survie  des  cellules neurales en activant par exemple l’expression de gènes anti 

apoptotiques tel Bcl2 (Cayuso et al., 2006). La diminution du signal Shh dans nos expériences 

pourrait donc être secondaire à la différenciation précoce des neurones hypothalamiques. 

 

b) Il est également envisageable qu’une interaction directe entre la voie Notch et la voie Shh 

existe et soit nécessaire pour la différenciation neuronale au sein de l’hypothalamus. 

(Dominguez et al., 2010; Marin et al., 2002; van den Akker et al., 2008).   Dans ce cas, Shh 

serait  donc  régulé  par  la  voie  Notch  au  cours  de  la  différenciation  de  la  ligne médiane 

antérieure. 

 

2. Les marqueurs de neurogenèse sont sous exprimés en présence de cyclopamine 

 

En  parallèle,  nous  avons  entrepris  de  réaliser  une  analyse  transcriptomique  après 

inhibition de la voie Shh, selon le même protocole que lors de l’inhibition de la voie Notch. 

Pour cela,  les embryons ont été cultivés comme précédemment  (Ratié et al., accepté pour 

Neural Development) mais en présence de l’inhibiteur de la voie Shh, la cyclopamine (Chen 

et al., 2002a;  Incardona et al., 1998; Mercier et al., 2013). Les méthodes de prélèvement, 

d’hybridation sur puce Agilent 4x44k de génome de poulet ainsi que d’analyse des résultats 

sont effectuées de façon strictement  identique à celle décrite dans l’Article1 (Ratié et coll., 

soumis). Ce traitement n’entraine pas de malformation morphologique notable. 

En accord avec  la  littérature, nous observons que Nkx2.1 et Nkx2.2 sont  fortement 

sous exprimés chez  les embryons traités à  la cyclopamine  (Dale et al., 1997; Ericson et al., 

1995)  (Tableau 5). D’autres gènes apparentés à la voie Shh révèlent également des 

variations d’expression attendues : Gli1, Gli2 et Gli3  (Borycki et al., 2000; Dai et al., 1999; 

Lipinski et al., 2006) (Tableau 5).    
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Figure  33.  Localisation de la perte d’expression d’Ascl1,  Nhlh1  et  Tagln3  chez  des 

embryons traités à la cyclopamine 

Hybridation  in situ réalisées sur des embryons contrôles et traités à  la cyclopamine à HH10. 
A,C,E Vues latérales. B,D,F Vues ventrales de la tête embryons présentés en A,C, E. 
D : diencéphale ; Hyp : hypothalamus ; OE : épithélium olfactif ; Gg : ganglions craniaux ; M : 
mésencéphale ; T : télencéphale ; VO : vésicules optiques 
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Cependant, nous  avons été  surpris de  constater que  le  gène proneural Ascl1 et  le 

gène neural Nhlh1 étaient également sous exprimés lors de l’inhibition de la voie Shh. Ceci 

est contradictoire avec une étude récente suggérant qu’Ascl1 pourrait être une cible directe 

de GLI2 (Voronova et al., 2011). 

De même, les gènes Tagln3, Chga, Cntn2 ou encore Chrdl1 présentent tous une sous 

expression chez les embryons traités à la cyclopamine (Tableau 5). Cette sousexpression en 

présence de cyclopamine a été confirmée par hybridation in situ pour les gènes Ascl1, Nhlh1 

et  Tagln3  sur des embryons cultivés dans les mêmes conditions que pour l’analyse 

transcriptomique (Figure 33). Il est intéressant de noter que ces gènes sont spécifiquement 

sous exprimés dans l’hypothalamus antérieur en absence d’activité Shh. Par ailleurs,  leur 

expression  au niveau du mésencéphale dorsal, de l’épithélium olfactif et des ganglions 

trijumeaux est conservée (Figure 33). 

 

Très  récemment nous avons observé qu’en présence de cyclopamine le gène Hes5 

était sous exprimé dans le prosencéphale d’embryon de poulet au stade HH13. Ce résultat 

placerait la voie Shh en amont de la voie Notch (données non présentées).  

A ce stade de notre étude, nous pouvons conclure qu’il existe une interaction entre la 

voie Notch et Shh au niveau de  la  ligne médiane. Cependant, notre étude montre que cet 

événement  implique  des  interactions  moléculaires  qui  sont  probablement  multiples  et 

associées à des processus de différenciation cellulaire. 
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Partie 2.  

 Article 2. NOUVELLES DONNÉES CONCERNANT  LES CORRÉLATIONS GÉNOTYPE

PHÉNOTYPE DANS UNE SÉRIE EUROPÉENNE DE CAS D’HOLOPROSENCÉPHALIE  

Journal of Medical Genetics 

Mercier  S,  Dubourg  C,  Garcelon  N,  CampilloGimenez  B,  Gicquel  I,  Belleguic M,  Ratié  L, 

Pasquier L, Loget P, Bendavid C, Jaillard S, Rochard L, Quélin C, Dupé V, David D, Odent S. 

 

 

A partir de données cliniques et moléculaires de la cohorte de patients présentant un 

phénotype  HPE,  établie  à  Rennes  depuis  1996,  Sandra Mercier  a  réalisé  une  étude  de 

corrélation génotypephénotype.  

Mon rôle dans cette étude a été de répertorier les données de l’étude pangénomique 

par  CGHarray sur l’ensemble de plus de 300  patients  analysés  au  Centre  Hospitalier 

Universitaire de Rennes. Cela m’a permis d’établir une liste des délétions et amplifications 

identifiées  chez les patients et d’y associer leur phénotype HPE.  Ces  données  ont  été 

enregistrées dans la base de données répertoriant l’ensemble des patients de la cohorte de 

Rennes. Ce regroupement de données cliniques et moléculaires, a permis à Sandra Mercier 

d’établir des corrélations génotypephénotype par des analyses statistiques. 

Les données moléculaires regroupent non seulement les analyses de CGHarray mais aussi le 

résultat des études moléculaires systématiques des 4 principaux gènes pour l’HPE, soit SHH, 

ZIC2, SIX3 et TGIF, ainsi que l’étude du gène GLI2 pour 208 proposants. 

 

La  fréquence  des  mutations  a  été  répertoriée  et  est  comparable  à  celle  de  la 

littérature pour les gènes  SHH (10,4%), ZIC2 (8,2%), SIX3 (5,1%) et TGIF (1,7%). Ajouté à cela 

un taux élevé d’héritabilité des mutations ponctuelles a été retrouvé pour SHH, SIX3 et TGIF 

>70%) et un  taux plus  faible pour  SIX3  (30%). Une analyse du  sexeratio a également été 

réalisée, démontrant une prédominance féminine plus marquée pour les gènes ZIC2 et SIX3. 

De  la même  façon, des mutations des gènes SIX3 et ZIC2 s’avèrent représentatifs dans les 

formes les plus sévères d’HPE alors que les microformes sont plus souvent associées aux 

formes mineures.    
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Par  la  suite,  nous  avons  défini  quatre  catégories  de malformations  craniofaciales 

allant des formes  les plus sévères (1) jusqu’aux formes moins sévères et moins spécifiques 

(4).  Il est apparu une corrélation significative pour  les proposants porteurs des gènes SHH, 

SIX3 et TGIF avec ces différentes catégories.  

Ce travail a également permis de détailler des malformations cérébrales comme des 

cas de rhombencéphalosynapsis (RES). Cette pathologie est considérée comme l’équivalent 

de l’HPE au niveau du cervelet. L’étude du RES est également un projet de l’équipe, abordé 

ici dans l’Annexe 1. Des troubles de  la migration neuronale et des anomalies de fermeture 

du tube neural ont été retrouvés dans ces cas porteurs de mutations du gène ZIC2. Enfin, les 

anomalies extracraniofaciales ont été  relevées et indiquent qu’une importante proportion 

de ces anomalies est associée au gène ZIC2. 

 

Grâce à l’analyse de ces corrélations génotypephénotype, un modèle algorithmique 

a pu être construit pour objectif de préciser  la stratégie moléculaire à adopter ainsi que  le 

conseil génétique. Cependant, l’HPE possède une origine multifactorielle  ce  qui  rend  les 

corrélations  génotypesphénotypes  délicates.  En  effet,  de  par  son  hétérogénéité 

phénotypique et l’influence de facteurs génétiques comme environnementaux, le modèle de 

pathologie dite « multihit » a été évoqué pour l’Holoprosencéphalie (Ming et al., 2002). La 

variabilité  observée  résulterait  de  la  combinaison d’au moins  deux  évènements 

indépendants et non d’un événement unique (Roessler and Muenke, 2010).  

Nous  avons  vu  précédemment  que  plusieurs  voies  de  signalisation  interagissaient 

entre  elles  au  cours  des  processus  de  développement  perturbés  dans le cas d’une 

Holoprosencéphalie.  L’observation de patients porteurs de doubles mutations associées à 

des réarrangements suggère une réalité du modèle multihit. 

 

Afin d’étudier la perturbation de différentes voies de signalisation au cours du 

développement  précoce  du  cerveau,  Sandra  Mercier  a  également  utilisé    le  modèle 

d’embryon de poulet pour tenter de reproduire les conditions physiopathologiques de l’HPE 

(cf : Article 3). 
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 Article 3.  L’INHIBITION DOSEDÉPENDANTE DE NODAL ET  SHH CONDUIT A UN 

PHÉNOTYPE DE TYPE HPE CHEZ L’EMBRYON DE POULET  

Disease Models and Mecanisms 

Mercier S, Gicquel I, Ratié L, Odent S, David V, Dupé V. 

 

Au  cours  du  développement  du  cerveau  antérieur,  de  nombreuses  voies  de 

signalisation agissent via l’activité de plusieurs morphogènes. Nous avons émis l’hypothèse 

que la perturbation partielle cumulée de ces molécules peut conduire à l’apparition de l’HPE. 

Dans  ce modèle,  des modulations  spatiotemporelles  des  acteurs  de  la mise  en place du 

cerveau antérieur entraineraient une dérégulation globale des processus de régionalisation 

et de spécification. 

Dans  le  cadre  du modèle multihit de l’Holoprosencéphalie, nous avons souhaité 

valider l’hypothèse selon laquelle une perturbation conjointe de deux voies de signalisation 

pouvait conduire à une malformation de type HPE. Plus précisément, nous avons couplé une 

inhibition partielle des deux voies majeures, Nodal et Shh, pour déterminer si cette double 

inhibition pouvait potentialiser la survenue et/ou la sévérité d’un phénotype HPE dans notre 

modèle. 

  J’ai donc participé à la mise en place des cultures roller selon la méthode décrite 

précédemment (cf : Article 1  et Figure 28) sur des embryons de poulet prélevés aux stades 

HH4 ainsi qu’à la mise au point de l’inhibition des voies Nodal et Shh.  

Etant  donné  les multiples  rôles  de  la  voie  Nodal  au  cours  du  développement,  il 

s’avère qu’une inactivation majeure de la voie entraîne un  effet  drastique  à  un  stade 

précoce du développement embryonnaire. Chez la souris Nodal/ une létalité embryonnaire 

survient  dès  la  gastrulation.  Nous  avons  donc  dû  obtenir  son  inactivation  partielle  pour 

dépasser le stade de la gastrulation. L’inhibiteur pharmacologique SB505124 a été utilisé 

dont  l’efficacité d’inactivation est dépendante de sa concentration. Le SB505124  inhibe  la 

voie Nodal/Activine par  inactivation des récepteurs TGF de type  I, ALK4, 5 et 7  (DaCosta 

Byfield et al., 2004) sans affecter les autres récepteurs ALK,  nécessaires à la voie des BMP au 

cours de la régionalisation dorsoventrale du système nerveux.  

L’inhibition partielle de la voie Nodal a été obtenue dans d’autres modèles animaux 

comme le xénope et le poissonzèbre, où elle conduit à un défaut de développement du 
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 cerveau  antérieur  (Hagos  and Dougan,  2007;  Luxardi  et  al.,  2010). Des  doses  graduelles 

d’inhibiteur SB505124  (10µM à 75µM) ont été ajoutées au milieu de  culture   pendant  la 

fenêtre d’action connue pour l’activité de Nodal dans l’induction du cerveau antérieur (HH4

HH6). Les variations du stade de traitement et de la concentration ont permis d’obtenir 

différents  phénotypes  et  Sandra  Mercier  a  établi  un  classement  selon  trois  catégories 

(Catégorie1 à Catégorie3) basées sur  la morphologie de  la tête embryonnaire ainsi que sur 

l’expression de trois gènes, Pax6 un marqueur des vésicules optiques, Shh et Nkx2.1 deux 

marqueurs de la ligne médiane ventrale du cerveau.  

Les  embryons  de  la  Cat3  présentent  un  défaut  important  de  développement  de 

l‘extrémité céphalique avec une absence de formation des vésicules optiques et une 

diminution importante de l’expression de Shh et Nkx2.1. Au début de la gastrulation (HH4+), 

une période critique pour la survenue d’une HPE, nous avons observé un effet  sévère de 

l’inhibition de la voie Nodal à des concentrations supérieures ou égales à 50µM (Cat3) alors 

qu’un traitement à des concentrations inférieures ne provoquait pas de phénotypes de Cat3. 

Nos  résultats  ont  permis de déterminer la période critique d’action de Nodal pour le 

développement du cerveau antérieur avant HH5. 

  Pour  la  voie  Shh,  nous  avons  également  utilisé  un  inhibiteur  pharmacologique,  la 

cyclopamine,  très  bien  caractérisée  dans  divers  modèles  animaux  pour  son  activité 

inhibitrice (Cooper et al., 2003; Dunn et al., 1995; Lipinski et al., 2008; Welch et al., 2009). La 

cyclopamine agit de  façon dosedépendante et est  capable de  se  fixer directement  sur  le 

récepteur  SMOOTHENED  influant  sur  sa  conformation  (Chen  et  al.,  2002a;  Chen  et  al., 

2002b). Précédemment, l’inhibition graduelle par la cyclopamine a montré une sévérité 

croissante du phénotype HPE dans les modèles d’embryons de souris et de poulet (Cooper 

et al., 1998; Cooper et al., 2003; Cordero et al., 2004; Lipinski et al., 2008). Il s’avère, comme 

pour la voie Nodal, que la sévérité et la survenue d’un phénotype HPE sont dépendantes du 

stade de traitement par l’inhibiteur (Cordero et al., 2004; Welch et al., 2009). 

  Les  embryons  sont  traités  à partir de HH4  avec des  concentrations  croissantes de 

cyclopamine (0,006µM à 2,5µM). Une fusion progressive des vésicules optiques est observée 

jusqu’à la cyclopie correspondant à un signe caractéristique de l’HPE dans la forme la plus 

sévère. Sandra Mercier a également   établit un classement des phénotypes obtenus de  la 

Catégorie I à II.    
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Par  la  suite, Sandra Mercier a  combiné  les  inhibitions partielles des voies Nodal et 

Shh chez l’embryon de poulet à HH4+ en utilisant des  infraconcentrations de SB505124 et 

de  cyclopamine.  De  nouveaux  phénotypes  sont  observés  et  classés  en  trois  catégories. 

L’ensemble de nos résultats a montré que la survenue d’un phénotype de type HPE était 

significativement augmentée par la double inhibition comparée aux simples inhibitions.  

Etant  donné  que  la  voie  Nodal  agit  en  amont  de  la  voie  Hedgehog  au  cours  du 

développement  du  cerveau  antérieur  (cf.  chapitre  IIC  Voies  de  signalisation),  ces 

expériences montrent qu’une inhibition partielle d’une voie dont l’action est plus précoce, 

associée à une inhibition partielle d’une voie agissant en aval, peut conduire à un phénotype 

de type HPE dans notre modèle. Cette observation démontre que l’accumulation  de 

plusieurs  défauts mineurs  de  signalisation peut  conduire  à  une malformation du  cerveau 

antérieur ce qui conforte l’hypothèse « multihit » de l’HPE. 
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 

L’objectif de ma thèse s’inscrivait dans le travail global de l’équipe sur une pathologie 

du développement du cerveau antérieur, l’Holoprosencéphalie. Dernièrement, l’équipe a 

mis en évidence l’implication de la voie de signalisation Notch dans l’HPE, ce qui m’a amenée 

à  tenter  de  déterminer  le  rôle  de  la  voie Notch  au  cours  du  développement  précoce  du 

cerveau antérieur.  

La voie de signalisation Notch agit par inhibition latérale 
au sein de l’hypothalamus en développement 

 

Au cours du développement embryonnaire, j’ai montré que les acteurs de la voie Notch, 

ligand et effecteurs, s’exprimaient spécifiquement au sein de l’hypothalamus, une structure 

se  développant  au  niveau  de  la  ligne médiane  du  cerveau  antérieur. De  plus,  les  profils 

d’expression en « poivre et sel » de ces gènes suggèrent fortement un mode d’action de la 

voie Notch par inhibition latérale (Louvi and ArtavanisTsakonas, 2006). Ce mécanisme bien 

connu de la voie Notch n’avait pas été précédemment décrit au sein de l’hypothalamus en 

développement. 

 

En  effet,  de  nombreuses  études  effectuées  dans  différents tissus tels que l’oreille 

interne, l’épithélium olfactif, la rétine ou la moelle épinière montrent que la neurogenèse se 

déroule grâce à une boucle de  régulation entre  la voie Notch et  les gènes proneuraux,  se 

traduisant par  la mise en place du mécanisme d’inhibition latérale. Mon travail de thèse a 

mis en évidence qu’au sein de l’hypothalamus, la voie Notch utiliserait les mêmes 

mécanismes pour maintenir l’état indifférencié des progéniteurs hypothalamiques neuraux.  
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 Action de la voie Notch dans le développement de l’hypothalamus 

 

Jusqu’ à très récemment, très peu de  travaux  faisaient état d’une implication de la 

voie  de  signalisation  Notch  au  niveau  de  la  formation  des  premiers  neurones  de 

l’hypothalamus.  

 

Cependant il existe des études d’expression chez plusieurs modèles animaux. Chez le 

poissonzèbre, les différents ligands delta A, B et D et le récepteur notch1 au stade 20 (HH13 

chez le  poulet)  présentent un patron d’expression « poivre  et  sel »  au  niveau  de 

l’hypothalamus, caractéristique du mode d’action de la voie Delta/Notch  par  inhibition 

latérale (Dutta et al., 2008). Chez la souris, il n’existe pas d’étude montrant la présence de 

l’activité Notch au cours des premiers stades du développement de l’hypothalamus, c’est à 

dire au stade E9.5. Cependant, HES1 et ASCL1 ont déjà été identifiés au sein de progéniteurs 

hypothalamiques de l’Arc (Blackshaw et al., 2010; Kele et al., 2006; Kita et al., 2007; Pelling 

et al., 2011).   

Chez  l’embryon de poulet, deux récepteurs Notch sont identifiés (NOTCH1  et 

NOTCH2) ainsi que quatre  ligands (DLL1, DLL4, JAGGED1 et JAGGED2). Leur expression  lors 

de  la neurogenèse a été principalement caractérisée au niveau de  la moelle épinière et du 

cerveau  postérieur mais  très  peu  détaillée  au  niveau  du  cerveau  antérieur  (Myat  et  al., 

1996). DLL1 a été mis en évidence au niveau des premiers neurones prospectifs apparaissant 

avant  la  fermeture du  tube neural où  il permet l’inhibition de la différenciation neuronale 

des  cellules  voisines  (Chitnis,  1995; Henrique  et  al.,  1995). Dans  notre  étude,  nous  nous 

sommes placés au stade de l’induction de l’hypothalamus comme le révèle l’analyse 

d’expression de Nkx2.1, marqueur de l’hypothalamus prospectif (Aoto et al., 2009; Marin et 

al., 2002; Pera and Kessel, 1997; Sussel et al., 1999; Xu et al., 2008). Nous avons pu définir 

que l’expression  du ligand  Dll1  et  de  deux  effecteurs  de  la  voie Notch  Hes5  et Hey1  au 

niveau de l’hypothalamus débutait peu avant le stade HH11 chez l’embryon de poulet. Ces 

gènes présentent un patron d’expression caractéristique de type « poivre  et  sel »  qui 

persiste jusqu’au stade HH15 au niveau de la partie antérieure de l’hypothalamus. Ceci 

suggère  que  la  voie  de  signalisation  Notch  jouerait  un  rôle  dans  le  développement  de 

l’hypothalamus dès le stade HH11. Par ailleurs, la distribution caractéristique en « poivre et 
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sel »  de  Dll1  implique  un  rôle  de  NOTCH  dans  le  développement  des  neurones  de 

l’hypothalamus.  

 

Lorsque j’ai débuté ma thèse, il n’existait pas d’étude fonctionnelle réalisée chez la 

souris impliquant la voie Notch dans le développement précoce de l’hypothalamus.  

Le mutant pour  le gène Rbpj étant  létal à E9.5, aucune fonction de  la voie Notch au 

cours du développement de la ligne médiane n’avait été observée.  

Seule une étude menée à un stade tardif du développement hypothalamique (E13.5) 

montrait que la voie Notch était nécessaire à la spécification des neurones hypothalamiques 

synthétisant l’arginine vasopressine (AVP) et l’ocytocine (OT) et la somatostatine (SS) au sein 

de différents noyaux hypothalamique  (PVN,  SO,  aPV)  (Aujla  et  al., 2011).  Les  auteurs ont 

utilisé des souris déficientes pour un effecteur de  la voie Notch, Hes1. Ces souris survivent 

jusqu’au 18
ème  jour et présentent une réduction de la taille de l’hypophyse antérieure. Or 

c’est cette structure, régulatrice de l’homéostasie, qui reçoit les axones terminaux des 

neurones AVP, OT de l’hypothalamus. Les auteurs ont également montré qu’au stade E16.5 

et  E18.5, les neurones (AVP) sont formés dans les noyaux PVN et SO, mais qu’ils sont 

anormalement localisés et que leurs projections axonales dans l’hypophyse sont anormales. 

De plus  la perte de  fonction de Hes1 provoque une réduction des neurones SS dans l’aPV 

associée à une orientation aberrante de leurs axones vers la glande pituitaire. L’ensemble de 

ces résultats suggère un rôle de HES1 dans  le guidage des axones hypothalamiques et plus 

généralement  que  la  voie  de  signalisation Notch  faciliterait  la  migration  des  neurones 

hypothalamiques.  Cependant,  chez  la  souris,  la  différenciation  des  neurones 

hypothalamiques  débute  entre  les  stades  E10.5  et  E12  (Ishii  and Bouret,  2012). Or, dans 

l’étude menée par Aulja et coll., aucun résultat n’est décrit à ce stade. 
 

Dans  les  derniers  mois  de  ma  thèse,  les  mêmes  auteurs  ont  publié  une  étude 

fonctionnelle permettant de confirmer le rôle de la voie Notch au cours du développement 

de l’hypothalamus (Aujla et al., 2013). Pour cela, Aujla et coll. ont utilisé des souris avec une 

mutation perte de fonction conditionnelle pour l’effecteur de la voie Notch, RBPJk (Han et 

al.,  2002).  En  utilisant  le  promoteur  de  Nkx2.1  exprimant  la  Cre,  ils  ont  pu  obtenir 

l’inactivation de la voie Notch restreinte aux tissus exprimant Nkx2.1 (RBPJfl/fl ; Nkx2.1Cre).  
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Les  auteurs ont ensuite focalisé l’étude  du  phénotype  sur  le  contrôle  de  la 

différenciation des neurones du noyau arqué (Arc) de l’hypothalamus.  

Le noyau Arc, contenant des proopoiomelanocortin (POMC), le neuropeptide Y (NPY) 

et  l’hormone  de  libération  de  l'hormone  de  croissance  (GHRH),  régule  l'alimentation, 

l'équilibre  énergétique  et  la  taille  du  corps.  Chez  les  souris  RBPJkfl/fl ;Nkx2.1Cre,  l’étude 

menée à E13.5, montre qu’une augmentation de l’expression du gène Ascl1 coïncide avec 

l’augmentation de la prolifération et l’accumulation des neurones de l’Arc (Aujla  et  al., 

2013). Plus tardivement à E18.5, le nombre de neurones POMC, NPY et GHRH est fortement 

augmenté  chez les mutants. Ce travail montre qu’en l’absence d’activité Notch, une 

neurogenèse  précoce  prend  place  au  niveau  des  tissus  hypothalamiques,  associée  à  une 

surexpression d’Ascl1.  

Ce travail s’avère complémentaire à celui que j’ai réalisé au cours de ma thèse. Il 

constitue une étude fonctionnelle qui permet de confirmer le rôle de la voie Notch au cours 

du développement de l’hypothalamus. En complément, notre étude montre d’une part que 

cette  fonction  de Notch  prend  place  dès  les  tous  premiers  stades  de  la  neurogenèse  de 

l’hypothalamus, et d’autre part qu’elle fait appel au mécanisme d’inhibition latérale. 

 

Cependant, il existe une divergence concernant la fonction exercée par les gènes Hes 

lors de ce processus. Aujla et coll. attribuent la présence de la neurogenèse précoce chez les 

mutants RBPJ à l’absence du gène Hes1 dans les neurones de l’Arc. Inversement dans le 

modèle poulet, l’utilisation du DAPT tend à démontrer que l’effecteur principal de la voie 

Notch dans l’hypothalamus serait HES5. En effet, l’expression de Hes5  est  totalement 

absente alors que l’expression de Hes1 reste inchangée au stade impliqué dans notre étude 

(HH11  chez  le poulet). Cependant, de  façon  similaire  les  analyses  réalisées  au  stade  E9.0 

chez les mutants RBPJ/ et Notch1/ implique le gène Hes5 (de la Pompa et al., 1997; Yang et 

al., 2006).  

A l’avenir, il sera donc très important d’étudier le phénotype de l’hypothalamus de 

ces  souris  conditionnelles RBPJkfl/fl ;Nkx2.1Cre  (Aujla et al., 2013) à un  stade plus précoce, 

c’est à dire entre E9.0 et E11. Ces stades sont équivalents chez  le poulet à ceux auxquels 

nous avons mené notre étude et fondamentalement ils correspondent à l’apparition des 

premiers neurones dans l’hypothalamus chez la souris (Mastick and Easter, 1996).  
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En particulier, cela permettra de montrer si  la différenciation des neurones chez  le 

modèle souris se fait également par le processus d’inhibition latérale impliquant  le  réseau 

Notch/gènes proneuraux comme nous l’avons décrit chez l’embryon de poulet. 

 

 Une déficience de la voie Notch entraîne une neurogenèse précoce par perte de 

l’inhibition latérale 

 

Aujourd’hui, nous disposons de beaucoup d’éléments  de  réponse  concernant  les 

mécanismes nécessaires à l’induction des précurseurs neuraux au sein des cellules 

neuroépithéliales. En effet, le mécanisme d’inhibition latérale de la voie Delta/Notch a été 

très  bien  décrit  chez  la  Drosophile  pour  expliquer  la  différenciation  des  neuroblastes 

(Cabrera, 1990; Muskavitch, 1994; Simpson, 1990). Chez la Drosophile, avant que ne débute 

l’inhibition latérale, toutes les cellules d’un cluster proneural expriment de façon  ubiquitaire 

et  transitoirement  Delta  et Notch. Un  déséquilibre  spontané  de  leur  expression  survient 

alors lors du processus d’inhibition latérale. Les cellules qui se différencient en neuroblastes 

expriment  les  ligands  DELTA  et  inhibent  la  différenciation  des  cellules  voisines  en 

neuroblastes. Ce mécanisme génère alors un patron d’expression en « poivre et sel » pour 

les différents acteurs de la voie Notch. Bien que la régulation de la différenciation cellulaire 

soit plus complexe chez les vertébrés, l’inhibition latérale survient de la même façon dans les 

territoires  des  progéniteurs  neuraux.  Par  exemple,  il  a  été  démontré  que  les  gènes 

proneuraux  sous  la  dépendance  de  la  voie  Delta/Notch  permettaient  la  production  de 

progéniteurs neuraux au niveau de l’oreille interne (Adam et al., 1998; Kiernan, 2013; Neves 

et  al.,  2013),  de l’épithélium olfactif (Cau  et  al.,  2002;  Shaker  et  al.,  2012),  de  la  rétine 

(Hatakeyama et al., 2001; Henrique et al., 1997; Ma et al., 2009), de la moelle épinière (Bae 

et al., 2005; Sugimori et al., 2007) ou du télencéphale (Casarosa et al., 1999; Imayoshi et al., 

2013). Se met donc en place une  régulation  réciproque,  similaire à celle observée chez  la 

Drosophile,  entre  la  voie Notch  et  les  gènes  proneuraux  qui  permettra  aux  progéniteurs 

neuraux d’acquérir un destin cellulaire spécifique. 

 

Il est établi aujourd’hui que c’est une surexpression de gènes proneuraux qui entraine 

une neurogenèse précoce  lors d’une inhibition de la voie Notch  (Bertrand et al., 2002). En 

effet, différents modèles de souris mutantes pour des acteurs de la voie Notch montrent des  
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phénotypes  de  neurogenèse  précoce  associés  à  une  surexpression  de  gènes  proneuraux. 

Lors de pertes de  fonction affectant  les récepteurs Notch1, 2 et 3,  le cofacteur Rbpjk et  le 

ligand  Dll1,  des  perturbations  de  la  neurogenèse  sont  observées  à  plusieurs  stades  du 

développement (de la Pompa et al., 1997; Hamada et al., 1999; Hrabe de Angelis et al., 1997; 

Mason et al., 2005; Oka et al., 1995; Przemeck et al., 2003; Yun and Bevan, 2003). La plupart 

du  temps,  Hes5  y  est  sous  exprimé,  alors  que  les  facteurs  proneuraux  tels  que  Ascl1  et 

Neurog  sont surexprimés, à l’exception des mutants Notch2  où  aucun  changement 

d’expression des gènes Hes,  Ascl1  et Neurog1/2  n’est détecté (Hamada  et  al.,  1999). De 

même  chez  les  mutants  pour  les  gènes  Hes,  principales  cibles  de  la  voie  Notch,  une 

différenciation neuronale précoce caractérise un défaut d’activité de la voie Notch (Cau et 

al., 2000; Imayoshi et al., 2008; Ishibashi et al., 1995; Nakamura et al., 2008). Ce phénotype 

est  accentué  chez  des  doubles  ou  triples  mutants  pour  les  gènes  Hes,  confirmant  leur 

redondance d’activité au sein des populations neuroépithéliales (Hatakeyama et al., 2006; 

Hirata et al., 2002;  Imayoshi et al., 2008; Ohtsuka et al., 1999; Ohtsuka et al., 2001). Par 

ailleurs,  chez  le  triple mutant Hes1; Hes3; Hes5  l’expression du gène Hey1  est  fortement 

augmentée mais ne suffit pas à compenser la perte de fonction des protéines HES (Imayoshi 

et  al.,  2008). A l’opposé, les mutants concernant les gènes proneuraux présentent des 

défauts de différenciation neuronale. En effet, les mutants homozygotes pour les trois gènes 

proneuraux Ascl1, Neurog1 et Neurog2 présentent une diminution des précurseurs neuraux 

et  des  défauts  dans  différents  territoires  neurogéniques  tels  que  les  ganglions  craniaux, 

l’épithélium olfactif, la rétine ou la moelle épinière (Fode et al., 2000; Guillemot and Joyner, 

1993; Guillemot et al., 1993; Ma et al., 1998). Les doubles mutants générés pour ces facteurs 

proneuraux  et  facteurs  neuraux  (famille  des  NeuroD)  présentent  logiquement  des 

phénotypes  sévères  au  niveau  des  territoires  neurogéniques,  avec  un  arrêt  de 

différenciation neuronale comme c’est le cas au niveau de l’épithélium olfactif (Casarosa et 

al., 1999; Cau et al., 2002; Ma et al., 1996; Nieto et al., 2001; Tomita et al., 2000). Il est donc 

établi que la cascade d’activation de la voie Notch et des facteurs proneuraux est essentielle 

à la formation correcte des territoires neurogéniques comme à la spécification des neurones 

sensoriels ou neurosécréteurs. 

A  ce jour, le rôle de la voie Notch au sein de l’hypothalamus n’est identifié que 

tardivement au cours du développement embryonnaire. En effet, les études réalisées chez la 

souris ne permettent pas de décrypter le mode d’action de la voie Notch et son rôle dans la  
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neurogenèse primaire au sein de l’hypothalamus  (Aujla  et  al.,  2011;  Aujla  et  al.,  2013). 

L’identification des patrons d’expression avec un profil « poivre et sel » des gènes Dll1, Hes5, 

Hey1, Ascl1 et Nhlh1  au niveau de l’hypothalamus en développement est  associée  à une 

neurogenèse précoce en présence de DAPT  ce qui  se  traduit par une augmentation de  la 

densité neuronale.  

L’ensemble de ces résultats suggère fortement un mode d’action de la voie Notch par 

inhibition  latérale  impliquant  la  boucle  de  régulation  entre  la  voie  Notch  et  les  gènes 

proneuraux. 

Caractérisation  de  nouvelles  cibles  de  la  boucle  de 
régulation Notch/gènes proneuraux dans des  territoires 
neurogéniques 

 

 Ascl1 orchestre la neurogenèse de l’hypothalamus 

 

Plusieurs  études  ont  démontré que  le  gène  Ascl1  agissait  de  façon  dominante  par 

rapport  aux  autres gènes proneuraux dans l’épithélium olfactif chez la souris (Cau  et  al., 

2002; Cau et al., 1997; Guillemot and  Joyner, 1993).  Inversement,  ce  sont  les  facteurs de 

transcription  NEUROG1  et  NEUROG2  qui  jouent  un  rôle  plus  prédominant  dans  le 

développement  des  ganglions rachidiens et de la population d’interneurones dl2 dans le 

tube neural en développement, ainsi que ATOH1 au niveau des interneurones dI1 (Gowan et 

al., 2001; Kriks et al., 2005; Lai et al., 2011; Ma et al., 1999; Powell and Jarman, 2008). Au 

niveau de  la moelle épinière et du télencéphale dorsal, ASCL1 et NEUROG2 possèdent des 

fonctions divergentes pour  la spécification de soustypes neuronaux bien que dépendantes 

de la présence de déterminants d’identité neuronale (Nieto et al., 2001; Parras et al., 2002; 

Sun et al., 2001). A l’opposé, certaines études ont mis en évidence  les régulations croisées 

entre les facteurs proneuraux dans plusieurs tissus neuraux dont le télencéphale, l’oreille 

interne et le cerveau moyen (Fode et al., 2000; Raft et al., 2007).  

Ajouté  à  cette  combinatoire,  une  régulation  avec  des  facteurs  de  « patterning »  est 

essentielle  pour  la  détermination  du  lignage  des  progéniteurs  multipotents  du  système 

nerveux. En effet, il a était montré par exemple que dans la moelle épinière, PAX6 associé à  
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ASCL1 ou NEUROG1  et 2  favorise  la  formation de neurones, alors que l’association entre 

ASCL1 et OLIG2 ou NKX2.2 favorise la formation d’oligodendrocytes. Ces combinaisons sont 

très finement régulées dans le temps et l’espace (Sugimori et al., 2007). De plus, il s’avère 

que cette régulation combinatoire est également contexte dépendant. En effet, au niveau de 

la rétine chez la souris et le xénope, c’est l’association entre ASCL1 et CHX10 qui permet le 

choix du destin cellulaire des progéniteurs rétiniens (Hatakeyama et al., 2001). 

Bien que  les facteurs proneuraux agissent par combinaison et coopération pour activer 

les programmes de différenciation neuronale, ils semblent exclusifs dans certains territoires 

neurogéniques.  

Nos résultats suggèrent que c’est le gène proneural Ascl1 qui dirige  la neurogenèse 

au sein de l’hypothalamus via le mécanisme d’inhibition latérale. De façon similaire, le travail 

de Aujla et coll.  (2013) réalisée sur  les mutants conditionnels RBPJkfl/fl ;Nkx2.1Cre  implique 

essentiellement ASCL1  (Aujla et al., 2013). Notre étude  transcriptomique par puces à ADN 

réalisée sur l’ensemble du prosencéphale indique que les trois gènes  proneuraux  Ascl1, 

Neurog1 et Neurog2, sont surexprimés lors de l’inhibition de la voie Notch à partir du stade 

HH10. Cependant, nos études par hybridation  in situ montrent que seul Ascl1 est exprimé 

dans l’hypothalamus à ce stade. Les gènes Neurog1 et Neurog2 sont quant à eux exprimés 

dans d’autres territoires neurogéniques du prosencéphale, comme l’épithélium olfactif et les 

ganglions  craniaux  (données  non  montrées).  Ceci  est  en  accord  avec  la  présence  de 

neurogenèse  précoce  que  nous  observons  dans  ces  tissus  lorsque  nous  cultivons  les 

embryons en présence de DAPT.  

 

Ces résultats suggèrent donc que le mécanisme de détermination neurale nécessaire 

à la neurogenèse précoce de l’hypothalamus dépendrait essentiellement d’une boucle de 

régulation  entre  la  protéine  proneurale  ASCL1  et  la  voie  Notch.  Ceci  est  cohérent  avec 

l’étude du mutant Ascl1/  qui démontre qu’ASCL1 régule la formation du pool neuronal ainsi 

que  la  spécification  de  sous  types  neuronaux  (GHRH,  TH  et  NPY)  (McNay  et  al.,  2006). 

Cependant,  une  étude montre  que  les  gènes  proneuraux  de  la  famille  des  Neurog  ont 

également une  fonction dans  la différenciation neurale hypothalamique, mais elle est plus 

tardive. En effet, il a été montré récemment que Neurog3 sous la dépendance d’ASCL1, est 

exprimé au niveau des progéniteurs mitotiques des régions VMH/ARC de l’hypothalamus et  
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y est nécessaire pour le développement correct de ses sous types neuronaux (NPY et POMC) 

(Anthwal et al., 2013; McNay et al., 2006; Pelling et al., 2011). 

 

 De nouveaux gènes cibles d’Ascl1 sont des marqueurs de l’hypothalamus 

 

On connaît  la complexité de mise en place de  la neurogenèse ainsi que  l’existence des 

cascades d’activation entre les gènes antineuraux,  proneuraux,  neuraux  et  panneuraux 

(Cau et al., 2000, pour revue (Kintner, 2002)).  

Des analyses à grande échelle ont déterminé un grand nombre de cibles potentielles 

des  facteurs  proneuraux.  Par  exemple,  une  étude  par  ChIPChip  (hybridation  des  ADNc 

immunoprécipités sur des puces à ADN de promoteurs) chez  les mammifères a permis de 

caractériser le programme génétique régulé par ASCL1 au niveau du cerveau embryonnaire 

(Castro et al., 2011). Ce travail apporte une nouvelle preuve du rôle d’ASCL1 au cours de la 

spécification  des  progéniteurs  neuraux  comme  des  étapes  tardives  de  différenciation 

neuronale et de  la  croissance des neurites. En effet, ASCL1  régule directement des gènes 

associés aux éléments et étapes majeures de la neurogenèse : la voie Notch, la spécification 

cellulaire,  la  prolifération  cellulaire,  la  différenciation  neuronale  et  la morphogénèse  des 

neurites. Par ailleurs, les auteurs démontrent également qu’ASCL1 peut réguler des gènes 

impliqués  dans  la  progression  du  cycle  cellulaire  tels  que  la  cycline  Cdca7,  les  kinases 

cyclinesdépendantes Cdk1 et Cdk2, ou Fbxw7, Gadd45g, Ccng2, Hipk2 et Prmt2  impliqués 

dans l’arrêt du cycle cellulaire (Castro et al., 2011). 

Une identification de cibles transcriptionnelles directes des NEUROG et des NeuroD a 

également  été  effectuée  chez  le  xénope  (Seo  et  al.,  2007).  Les  auteurs ont  combiné une 

approche transcriptomique et une étude de promoteurs pour caractériser les cibles directes 

de  ces  facteurs  de  transcription.  Cette  étude met  également  en  évidence  le  fait  que  les 

NEUROG et NEUROD partagent des cibles communes dont  la plupart sont des  facteurs de 

transcription  impliqués dans  la  différenciation neuronale  tels NHLH1, EBF2,  EBF3  et HES6 

(Seo et al., 2007).  

Une étude transcriptomique réalisée chez l’embryon de poulet s’est focalisée sur les cibles 

du gène proneural, Neurog2 (Lacomme et al., 2012). NEUROG2 exerce en partie sa fonction 

d’activateur de la neurogenèse en agissant sur l’expression de gènes tels Ccnd1,  Ccne. 

Neurog2 va accélérer la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs neuraux provoquant  
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l’arrêt du cycle cellulaire en réprimant des cyclines requises pour les différentes  phases 

(Lacomme  et  al.,  2012).  De  façon  plus  localisée,  des  gènes  cibles  de  NEUROG2  ont  été 

identifiés au sein du néocortex murin en utilisant une approche soustractive d’expression 

entre  des  cellules  corticales  de  souris  sauvages  et  mutantes  pour  Neurog2  et 

Neurog1 ;Neurog2 (Mattar et al., 2004). 

Les cibles  identifiées dans ces différentes approches sont nombreuses mais  restent 

cependant différentes. Ceci peut s’expliquer par l’action contextedépendante des facteurs 

proneuraux  évoquée  précédemment  ((Guillemot,  2007) ;  pour  revue  (Powell  and  Jarman, 

2008)) ainsi que par les capacités d’hétérodimérisation des protéines proneurales (Henke et 

al., 2009). On comprend alors que les gènes proneuraux disposent d’une impressionnante 

diversité de cibles qui vont leur permettre de réguler finement les étapes de la neurogenèse. 

Il apparaît donc,  vu  la  complexité  spatiotemporelle de  la neurogenèse, que de nombreux 

gènes restent encore à identifier.  

Dans ce sens,  les données transcriptomiques générées  lors de ma thèse fournissent 

un outil puissant permettant d’identifier de nouvelles cibles des cascades d’activation 

essentielles à la détermination et à la spécification des précurseurs neuronaux.  

L’analyse de nos résultats a mis en évidence une perte de l’expression des gènes 

Hes5 et Hey1 au niveau de l’hypothalamus antérieur. Ceci est associé à une surexpression de 

leur  principale  cible,  le  gène  proneural  Ascl1. Afin d’identifier de nouvelles cibles des 

répresseurs transcriptionnels HES/HEY, nous nous sommes focalisé sur les gènes présentant 

un profil de surexpression lors de l’inhibition de la voie Notch. Parmi les 1558 gènes 

dérégulés  de  façon  significative  dans  notre  étude,  la  moitié  étaient  surexprimés.  Pour 

restreindre notre étude à des gènes pertinents, une analyse selon les termes ontologiques a 

été réalisée et nous a permis d’isoler des gènes reliés au développement du système 

nerveux. Par la suite, des recherches bibliographiques ont été nécessaires pour sélectionner 

les meilleurs gènes candidats. Une cinquantaine de sondes ribonucléotidiques nécessaires à 

l’analyse d’expression par hybridation in situ ont ensuite été produites. Seules celles révélant 

une  expression  différentielle  au  cours  du  développement  du  cerveau  antérieur  ont  été 

conservées.  

Plus particulièrement, 8 gènes ont montré une expression  spécifique au niveau de 

l’hypothalamus en développement à HH15: Ascl1, Nhlh1, Stmn2, Robo2, Slit1, Chga, Tagln3 

et Chrdl1. A l’exception d’Ascl1 (Buchtova et al., 2010; McNay et al., 2006), aucun de ces  
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gènes n’avaient été décrit précédemment comme ayant une expression spécifique et aussi 

précoce au niveau de l’hypothalamus antérieur de l’embryon de poulet.  

Les  gènes Nhlh1  et  Stmn2  relatifs  à des  étapes de  la neurogenèse  sont des  cibles 

connues d’ASCL1 (Bao et al., 2000; Camoletto et al., 2001). 

Slit1 et Robo2 sont également exprimés au niveau de l’hypothalamus antérieur dès le 

stade E9.5 chez l’embryon de souris (RicanoCornejo et al., 2011). Les gènes Slit et Robo sont 

normalement  identifiés dans  les neurones postmitotiques et y  régulent  le guidage axonal 

(Marillat et al., 2002) mais récemment il a été montré qu’il étaient également présents au 

niveau des progéniteurs du  cortex  cérébral pour  favoriser  leur  renouvellement et  cela en 

synergie  avec  la  voie Notch  (Borrell  et  al.,  2012). Cependant,  la  surexpression de  Slit1  et 

Robo2 que nous observons chez les embryons traités au DAPT est probablement liée à l’état 

postmitotique des neurones précocement différenciés.  Leurs expressions  conjointes  avec 

les facteurs proneuraux dans cette structure en fait des cibles du réseau voie Notch/gènes 

proneuraux et favorise une fonction dans le guidage axonal pour SLIT1 et ROBO2. 

  

Nous  avons  identifié  trois  autres  nouveaux  marqueurs  jamais  décrits  dans 

l’hypothalamus en développement, Chga,  Tagln3  et  Chrdl1.  Par  ailleurs  le  gène  Chrdl1 

présente un patron d’expression très intéressant car il est le seul à posséder une expression 

restreinte à l’hypothalamus antérieur entre HH11 à HH18. 

 

Le travail de Shimogori et collaborateurs (2010) a permis d’identifier précisément des 

marqueurs  spécifiques  des  noyaux  hypothalamiques  au  cours  du  développement 

embryonnaire  chez  la  souris  à  E12.5.  Il  serait  donc  intéressant  de  définir  si  nos  trois 

nouveaux marqueurs sont spécifiques de certains noyaux de l’hypothalamus antérieur. Pour 

cela, il s’agirait de réaliser une colocalisation avec par exemple avec le gène Lhx1 spécifique 

du  noyau  suprachiasmatique  (SCh),  et  les  gènes  Otp  et  Sim1  spécifiques  des  noyaux 

paraventriculaire (PVN) et supraoptique (SON) (Shimogori et al., 2010).  
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 Nouveaux acteurs généraux de la neurogenèse  

 

Dans notre étude, il s’est avéré que les gènes Tagln3 et Chga présentaient un patron 

d’expression similaire au niveau de l’hypothalamus. Par ailleurs ces gènes sont également 

exprimés au niveau des ganglions craniaux et spinaux, de l’épithélium olfactif,  du 

mésencéphale  dorsal  et  du  nerf  oculomoteur  (III).  Bien  que  la  neurogenèse  de  ces 

structures  soit  bien  décrite  dans  la  littérature,  les  gènes  Tagln3  et  Chga  n’y ont pas été 

associés. Seule une étude précédente avait associé le gène Tagln3 au développement de la 

face  chez  le  poulet  (Buchtova  et  al.,  2010).  De  façon  pertinente,  un  des  cribles  d’Ascl1 

montre que Tagln3 pourrait être régulé directement par ASCL1 (Castro et al., 2011).  

Ces  deux  gènes,  constituent  donc  de  nouveaux  marqueurs  généraux  de  la 

neurogenèse.  

 

Nous avons ajouté à cette liste le gène Cntn2 (TAG1/Axonin1), car bien qu’absent de 

l’hypothalamus, son profil d’expression est similaire à celui de Tagln3  et  Chga  dans  les 

autres domaines. Cntn2 est décrit dans  la  littérature pour son expression tardive   dans des 

structures du système nerveux central et périphérique. Au stade HH28, son expression a été 

détectée au niveau des neurones moteurs, des ganglions craniaux et rachidiens (Hadas et al., 

2013; Wolfer et al., 1998). Nous avons observé une expression de Cntn2 dès HH18 ainsi au 

niveau de  l’épithélium olfactif. Cntn2 est connu pour moduler  la génération des neurones 

postmitotiques et  influencer  les neurones spinaux matures  (Ma et al., 1998; Xenaki et al., 

2011). 

 

D’autre part, outre son rôle dans l’hypothalamus antérieur, Chrdl1 pourrait avoir un 

rôle au niveau du développement de l’épiphyse, de la rétine ventrale et des bourgeons des 

membres antérieurs et postérieurs. Ce gène codant pour une molécule antagoniste de BMP4 

permet l’établissement d’un gradient au sein de la rétine pour l’établissement de l’axe 

dorsoventral ainsi que pour l’orientation des projections axonales (Sakuta et al., 2001). Au 

niveau de l’épiphyse, la voie Notch est décrite pour réguler la spécification des deux sous

types  cellulaires  neuronaux  qui  la  composent :  les  photorécepteurs  et  les  neurones  de 

projection  (Cau et al., 2008).  Il a été montré que  la voie Notch agirait de  façon synergique 

avec la voie des BMP au niveau de la spécification du type neuronal au sein de l’épiphyse.  
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La voie des BMP semble moduler l’activité transcriptionnelle du NICD (domaine intra 

cellulaire du  récepteur Notch)  (Quillien  et  al., 2011). CHRDL1, en tant qu’antagoniste des 

BMP,  pourrait  exercer  une  fonction  dans  la  spécification  des  soustypes  neuronaux  de 

l’épiphyse où il interagirait avec la voie Notch. 

 

 Perspectives 

 

Ce travail a permis d’identifier des régulations potentielles entre des  acteurs 

transcriptionnels  impliqués  dans  la  neurogenèse  et  en  particulier  dans  la  boucle  de 

régulation Notch/gènes proneuraux. Notre étude  in silico suggère une régulation complexe 

entre ces acteurs, faisant  intervenir des répresseurs et activateurs qui pourraient posséder 

des effets antagonistes. Ce qui pourrait être le cas pour  ASCL1 et HEY1 lors de la régulation 

de ces nouveaux gènes cibles (e.g. Chga, Tagnl3, Chrdl1). En tenant compte de ces motifs et 

des autres sites de liaison strictement attribués à ASCL1 et NHLH1 nous avons créé un profil 

de régulation.  

A l’avenir, nous souhaitons utiliser ces séquences nucléotidiques conservées pour 

tenter  d’isoler de nouveaux gènes cibles de ce réseau à partir de nos données 

transcriptomiques. D’autres filtres pourront être également appliqués sur les données 

transcriptomiques.  Par  exemple,  le  gène  Rest  (repressor  element  transcription  factor 

apparaît  sous  exprimé dans nos données transcriptomiques lors de l’inhibition de la voie 

Notch dans  le cerveau antérieur. Etant donné que ce type de  facteurs de transcription est 

capable  de  se  lier  à  des  séquences  nucléotidiques  promotrices  très  spécifiques  (NRSE : 

neuronal  restrictive  silencer element)  (Yamada et al., 2010;  Zuccato et al., 2007),  il  serait 

pertinent de rechercher si des sites de liaison pour ce facteur de trancription existent sur nos 

nouveaux  gènes  de  neurogenèse  et d’autres gènes qui restent à extraire de l’analyse 

transcriptomique.     

A la vue de ce travail réalisé chez l’embryon de poulet, il est approprié de confirmer 

nos résultats chez l’embryon de souris. Pour cela nous hébergeons actuellement les souris 

Rbpjflox/flox (Oka et al., 1995) dans notre animalerie. Ces souris sont croisées avec une lignée 

exprimant  Rosa26CREert  un  promoteur  ubiquitaire  inductible  par  le  tamoxifène  (Soriano, 

1999) Julien et al., 2008). Le traitement au tamoxifène des mères gestantes à E8 nous  
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permettra d’inactiver la voie Notch à partir du stade E8.5. Ces modalités nous permettent 

d’échapper à la létalité embryonnaire précoce qui limiterait l’analyse phénotypique.  

 

C’est également dans l’objectif de s’affranchir du défaut potentiel de spécificité 

d’inhibition du DAPT que nous mettons en place l’utilisation de l’inactivation génique chez la 

souris.  En  effet,  cette  molécule  est  fréquemment  utilisée  dans  de  nombreux modèles 

animaux pour inhiber l’activité de la voie Notch mais son action au niveau de la sécrétase 

est susceptible d’influer le clivage d’autres substrats comme Erbb4 (Rochette and Murphy, 

2002) ECadhérine, NCadhérine et Nectine1 (Park et al., 2008; Selkoe and Kopan, 2003).   

   

L’expression des différents acteurs de la voie Notch comme Dll1, Hes1, Hey2, Hes1 et 

Hes5 a déjà été analysée sur des embryons souris contrôles au stade E9.5, nous permettant 

de nous assurer de l’activité de la voie Notch à ce stade. Actuellement, nous produisons les 

sondes ARN pour étudier l’expression chez la souris des nouvelles  cibles de  la voie Notch 

identifiées au cours de mon travail de thèse. Notre objectif est d’étudier le comportement 

de  ces  gènes  chez  les  embryons  Rbpjflox/flox  /Rosa26CREerT  induits  par  le  tamoxifène  afin 

d’entériner les résultats obtenus chez l’embryon de poulet.    
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Notch,  une  nouvelle  voie  de  signalisation  dans 
l’Holoprosencéphalie 
 
  L’Holoprosencéphalie est considérée comme la malformation congénitale majeure 

affectant  le développement du cerveau antérieur. La plupart du  temps,  les cliniciens vont 

avoir recourt à l’imagerie médicale pour établir un diagnostic. En ce sens, l’identification des 

cas d’HPE a été favorisée par des progrès en imagerie via l’IRM cérébrale (Hahn and Barnes, 

2010). Par ailleurs, de nombreux outils diagnostiques génotypiques ont été développés au 

cours des dernières années dont la recherche systématique de mutations ou microdélétions 

dans les quatre gènes « majeurs » de l’HPE (Bendavid et al., 2010; Dupé et al., 2011; Huang 

et  al.,  2006; Mercier  et  al.,  2011). L’objectif majeur de notre équipe est de chercher à 

identifier  les  bases  moléculaires  des cas d’HPE nonchromosomiques  nonsyndromiques 

encore non élucidés. La recherche de nouveaux gènes candidats se complexifie car les gènes 

à  effet  majeur  ont  été  préalablement  identifiés  et  les  gènes  restants  à  découvrir  sont 

probablement des gènes à caractère mineur. 

 

 La voie de signalisation Notch et l’Holoprosencéphalie 

 

Au sein de l’équipe, des analyses de comparaison génomique ont permis de mettre 

en évidence une délétion redondante d’une région chromosomique chez cinq patients HPE. 

L’exploration de cette région a permis d’identifier un nouveau gène candidat pour 

l’Holoprosencéphalie, DLL1,   codant un  ligand du  récepteur NOTCH  (Dupé et al., 2011). La 

récurrence de la délétion, la présence d’une mutation ponctuelle chez un patient HPE, ainsi 

que l’expression de Dll1  compatible avec un  rôle précoce au  cours du développement du 

cerveau antérieur, nous ont permis d’émettre l’hypothèse qu’une dérégulation de la voie 

Notch pouvait conférer une susceptibilité à la survenue d’un phénotype HPE. 

Dans le but de répondre à cette question, il était tout d’abord nécessaire de 

connaître  la  fonction  de  cette  voie  de  signalisation  au  niveau  des  tissus  embryonnaires 

affectés dans  l’HPE. Dans un premier temps, ce travail m’a conduit à m’intéresser au rôle 

exercé par cette voie au cours du développement des neurones de l’hypothalamus. Ainsi, 

comme je l’ai discuté précédemment, j’ai montré que la voie Notch exerçait effectivement 

une fonction précoce au cours du développement de la ligne médiane du cerveau antérieur.  
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Cette fonction semble être restreinte à la région qui formera l’hypothalamus antérieur, ce 

qui est montré par  les doubles hybridations avec Shh et Nkx2.1, deux marqueurs très bien 

caractérisés de l’hypothalamus ventral (Brand et al., 1996; Dale et al., 1997; Manning et al., 

2006; Marin et al., 2002; Sussel et al., 1999). 

 

La morphologie de l’hypothalamus évaluée par IRM est un élément important dans le 

diagnostic de l’HPE (Simon  et  al.,  2000). En effet, dans le cas d’une fusion de la région 

préoptique et ou de l’hypothalamus, la dysplasie septooptique entre dans  le  spectre des 

phénotypes HPE (Hahn et al., 2005; Volpe et al., 2009). Chez les patients HPE, l’absence de 

division de l’hypothalamus entraine des défauts secondaires tels qu’une  dérégulation  du 

cycle veillesommeil, de la température corporelle ainsi que de la sensation d’appétit et de 

soif (Plawner et al., 2002).   

Les patients HPE porteurs d’une mutation du gène FGF8 présentent des défauts de 

l’hypothalamus (McCabe et al., 2011) qui sont retrouvés chez les souris porteuses de l’allèle 

hypomorphe  Fgf8. Ces souris présentent des déficiences endocriniennes révélatrices d’un 

dysfonctionnement de l’hypothalamus (McCabe et al., 2011). 

  

A ce stade de notre étude, nous pouvons formuler l’hypothèse qu’une neurogenèse 

précoce lors de l’inactivation de la voie Notch pourrait entrainer une perte de tissu au niveau 

de la ligne médiane. En effet, chez des patients porteurs d’une anomalie de la voie Notch, les 

précurseurs neuronaux se différencieraient alors trop rapidement empêchant l’étape de 

prolifération nécessaire à la formation normale du tissu. Cette perte de tissu au niveau de la 

ligne médiane du cerveau antérieur pourrait contribuer à l’apparition d’un phénotype HPE.  

Cependant, il semble qu’au niveau de la ligne médiane, la neurogenèse précoce ne 

soit  pas  le  seul  phénotype produit par l’absence d’activité Notch. En effet, l’étude de 

l’identité moléculaire de cette région avec des marqueurs spécifiques de  la  ligne médiane, 

tel que Shh  (Pera and Kessel, 1997 ; Aoto et al., 2009) suggère un rôle pour Notch dans  la 

régulation de l’expression de ce morphogène.   
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 Notch régule l’expression de Shh dans la plaque neurale antérieure 

 

Nos résultats préliminaires montrent que lors de l’inhibition de la voie de signalisation 

Notch, l’expression de Shh est absente au niveau du primordium de l’hypothalamus, dans sa 

région la plus antérieure, alors qu’elle continue d’être présente au niveau du cerveau 

médian et postérieur et dans la moelle épinière. 

Comme nous l’avons introduit dans ce manuscrit, Shh  est  le  gène  majeur  de 

l’holoprosencéphalie. Ce qui est confirmé par les modèles de souris transgéniques. Certes la 

souris  Shh/  présente  une  HPE  caractéristique  (Chiang  et  al.,  1996)  mais c’est surtout 

l’absence localisée de Shh dans son domaine antérieur d’expression qui est caractéristique 

de tous les modèles murins d’HPE. Par exemple, chez les doubles mutants pour la voie Nodal 

et BMP  (Chrd ;Nodal, Nog ;Smad3), l’expression de Shh est absente dans  la  région  la plus 

antérieure du prosencéphale, alors qu’elle est conservée dans le reste de la ligne médiane 

(Yang et al., 2010).  

C’est ce que nous montrons également dans l’article 3  qui  décrit  une  inhibition 

simultanée de Nodal et Shh et présente également une diminution spécifique de Shh dans 

son domaine d’expression antérieur, associée à l’apparition de cyclopie. 

Cette observation préliminaire suggère qu’à l’instar de la voie Nodal et  Fgf, Notch 

pourrait contribuer au maintien de l’expression de Shh dans  la  région ventrale du cerveau 

antérieur.  Cependant,  nos  embryons  traités  au  DAPT  ne  présentent  pas  de  défauts 

morphologiques sévères entrant dans  le spectre du phénotype HPE. De  la même façon,  les 

mutants  conditionnels  RbpJfl/fl  Nkx2.1Cre, qui ne présentent plus d’activité Notch 

spécifiquement dans la ligne médiane antérieure, ne présentent pas non plus de phénotype 

HPE apparent, et seule une obésité a été décrite (Aujla et al., 2013). De façon plus générale, 

à ce jour aucun phénotype morphologique caractéristique de l’HPE (e.g. absence de division 

du prosencéphale, hypotélorisme) n’a été décrit chez des embryons déficients pour la voie 

Notch. 

 

L’absence de phénotype HPE caractéristique reste donc un frein dans la validation de 

l’implication de la voie Notch dans cette pathologie. Nos résultats préliminaires suggèrent 

que la voie Notch régule l’expression de Shh en maintenant son expression dans  la  région 

antérieure à partir du stade HH11. Ceci est probablement trop tardif pour obtenir un  
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phénotype sévère puisque Shh est nécessaire à l’induction du cerveau antérieur dès le stade 

HH5 (Gimeno and Martinez, 2007; Mercier et al., 2013). 

D’autre part, plusieurs études montrent que Notch et Shh sont deux voies 

simultanément impliquées dans la différenciation neuronale sans qu’une interaction entre 

elles n’ait été abordée. En effet, plusieurs études présentent les signalisations Notch et Shh 

comme majeures pour  la différenciation des précurseurs neuronaux du  tube neural  (Gray 

and Dale, 2010; Louvi and ArtavanisTsakonas, 2006; Roelink et al., 1995). Cependant,  il a 

aussi été démontré que    les activités de ces deux voies pourraient agir séparément, Notch 

étant impliqué dans la maintenance des précurseurs alors qu’en parallèle Shh  induit 

l’identité neuronale ventrale (Crawford and Roelink, 2007). 

Nos  résultats  préliminaires  suggèrent  donc  pour la première fois l’existence d’une 

interaction entre  ces deux  voies  au niveau de  la  ligne médiane  antérieure. Cependant  ils 

soulèvent de nombreuses questions sur le mécanisme d’interaction entre la voie Shh et la 

voie Notch. En particulier, nos expériences d’inhibition des voies Notch et Shh montrent des 

résultats contradictoires. En effet, d’une part l’inhibition de la voie Notch entraine une 

surexpression des marqueurs de neurogenèse, associée à une diminution de l’expression de 

Shh. Alors que d’autre part, l’inhibition de la voie Shh entraine une diminution de 

l’expression des marqueurs de neurogenèse. Il est évident, à ce stade, que l’élucidation des 

mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle de l’expression de Shh par Notch au 

niveau  de  la  plaque  neurale  antérieure  sera un défi dans l’avenir pour comprendre la 

physiopathologie de l’HPE. 

 

 Le caractère « multihit » de l’Holoprosencéphalie 

 

Les études moléculaires réalisées dans l’HPE humaine et animale ont apporté des 

arguments dans  le sens d’une hypothèse de pathologie multihit, et donc dans  la nécessité 

de plusieurs évènements pour conduire à un phénotype HPE. Etant donné l’absence de 

défauts sévères caractéristiques d’un phénotype HPE lors d’une inactivation de la voie 

Notch,  nous  envisageons  que  des  évènements  moléculaires  supplémentaires  soient 

nécessaires pour obtenir un phénotype HPE.  

Cette hypothèse est soutenue par de nombreux exemples chez les modèles souris. En 

effet, la nécessité d’un digénisme pour obtenir un phénotype HPE a pu être montrée dans de  
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nombreux  modèles  transgéniques  (Krauss,  2007).  Certains  gènes  identifiés  récemment, 

comme CDON ou GAS1, se sont avérés avoir un effet mineur, mais pouvant potentialiser  la 

formation d’une HPE si des mutations dans ces gènes étaient associées à d’autres mutations 

pathogènes ou un  fond génétique différent  (Geng et al., 2008; PinedaAlvarez et al., 2011; 

Ribeiro et al., 2010; Zhang et al., 2006). 

En parallèle, l’équipe souhaite générer des doubles mutants chez la souris en utilisant 

le mutant Shh+/ et  le mutant RBPJflox/flox  (Chiang et al., 1996; Mourikis et al., 2012). Seul  le 

mutant  homozygote  pour  Shh  présente une HPE sévère et ce phénotype n’est jamais 

observé  chez  les  Shh+/. Ainsi, l’objectif est d’inactiver spécifiquement l’activité Notch  au 

cours  du  développement  de  la  ligne  médiane  dans  un  fond  génétique  Shh+/.  Dans  ce 

contexte, un phénotype de type HPE pourrait être obtenu. Un tel résultat pourrait entériner 

l’hypothèse d’une synergie entre ces deux voies pour la spécification du cerveau antérieur. 

Cela conforterait donc l’implication de la voie Notch dans l’apparition de l’HPE.   
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CONCLUSION 
Depuis l’identification du gène majeur, SHH,  il  y  a  près  de  20  ans, l’état des 

connaissances sur l’origine de l’HPE a considérablement progressé.  L’étude de l’HPE pose 

ainsi  la  problématique d’une pathologie complexe qui est  déterminée  à  un  stade 

embryonnaire  précoce.  L’étude de sa physiopathologie nécessite donc l’utilisation de 

modèles  animaux.  Cependant  cette  pathologie  implique  de  nombreuses  voies  de 

signalisation, ce qui rend l’utilisation du modèle souris transgénique complexe.  

Dans mon travail de thèse, l’utilisation du modèle poulet m’a permis de montrer que 

Notch  exerçait  une  fonction  au  cours  du développement  de  la  ligne médiane  antérieure. 

Nous avons ainsi augmenté la complexité du réseau de voies de signalisation déjà impliquées 

dans la spécification du cerveau antérieur. Par ailleurs, au travers des résultats d’expériences 

d’inhibition couplées, ce travail démontre que le phénotype HPE résulterait de l’addition de 

dérégulations  de  plusieurs  signaux  orchestrant  le  développement  du  cerveau  antérieur. 

L’ensemble de ce travail a donc permis d’apporter de nouvelles données fonctionnelles sur 

le développement précoce du cerveau antérieur en conditions normales et pathologiques.  

Toutefois,  de  véritables  enjeux  attendent  encore  les  équipes  de  recherche  pour 

comprendre  précisément  la  physiopathologie  de  l’HPE  et  pour  définir,  au  mieux,  les 

mécanismes embryologiques à l’origine du développement de l’encéphale.  
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ANNEXES 

Annexe 1. 

 Article 4. Des analyses de CGHarray suggèrent une hétérogénéité génétique du 

Rhombencéphalosynapsis.  

Molecular Syndromology 

 

Demurger F., Pasquier L., Dubourg C., Dupé V.,  Jaillard S., Beri M., Lespinasse  J., Loget P., 

Marcorelles P., Laquerrière A., Bendavid C., Odent S., David V., Gicquel  I., MartinCoignard 

D., Mercier S., Ratié L., Leheup B., Quélin C. 
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Annexe 2.  

 Poster  présenté  lors  du  congrès  « British  societies  of  Cellular  Biology  and 

Developpemental Biology », Coventry, Angleterre. 



 
 

318 

   



 
 

319 

 
 
 
   
 

   



 
 

320 

	 	



 
 

321 

VU	:	 	 	 	 	 	 																					VU	:		
Le	Directeur	de	Thèse	 	 	 	 							Le Responsable de l’Ecole Doctorale														
	

VU	pour	autorisation	de	soutenance	
Rennes,	le	
	
Le Président de l’Université de Rennes 1	
	
Guy	CATHELINEAU							 											

VU	après	soutenance	pour	autorisation	de	publication	:		
Le	Président	de	Jury,		

 


