8.3 – Neuralisation8.3.1- 
Comme dans le cas de la dorsalisation du mésoderme, l’organisateur de Spemann joue un rôle central l’hors de l’induction du neuroderme. 

	        Comme pour la dorsalisation, la nécessité de contact le chordomésoderme et l’ectoderme issu de la lèvre dorsale du blastopore est essentielle à la transmission des signaux de l’un vers l’autre, notamment par le signal transversal (Fig.229). 

On peut le démontrer par les expériences d’exogastrulation ou en inhibant  les mouvements d’invagination. 


	[image: image1.wmf] Fig.229


8.3.1- Exogastrulation

Si on plonge l’embryon au début de la gastrulation, dans une solution fortement  hypertonique de NaCl (140g/l) (Fig.230) pendant plusieurs minutes, les mouvements d’invagination sont inhibés et le phénotype observé est une extroversion de l’endoderme en battant de cloche (Fig.231).
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Fig.231


La conséquence est l’absence de contact entre le chordomésoderme et l’ectoderme dorsal. Le résultat est l’absence d’induction du neuroderme.

8.3.2- Inhibition des mouvements d’invagination

Nous avons vu que les mouvements de migration du mésoderme sur la matrice extracellulaire pouvaient être inhibés par des anticorps antifibronectine ou par des peptides de synthèse analogues au domaine de liaison de la fibronectine à son récepteur transmembranaire.


Dans les deux cas, les mouvements cellulaires de l’invagination sont inhibés, ce qui veut dire que le chordomésoderme n’entre pas en contact avec l’ectoderme dorsal. Le résultat c’est l’absence de système nerveux (Fig.232). L’induction neurale n’a pas lieu et la neurulation ne s’effectue pas. Le contact entre le chodomésoderme et l’ectoderme est donc nécessaire à l’induction du neuroderme. 
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8.3.3- L’induction neurale est régionalisée.

Les expériences d’« Einsteck method » ont montré que la lèvre dorsale prélevée au début de la gastrulation induit des structures antérieures alors que la lèvre dorsale prélevée plus tard provoque des inductions de type troncales voire caudales (Fig.233). 
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Fig.233


Ceci suppose que les inductions provoquées par la lèvre dorsale du blastopore sont régionalisées en fonction des territoires antéropostérieurs qui composent l’organisateur de Spemann. 

On peut montrer que l’induction est régionalisée en prélevant les tissus dorsaux au stade neurula.

Il s’agit de l’expérience de Otto Mangold (Fig.234).
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Fig.234


L’opération consiste à prélever par microchirurgie 4 secteurs de la plaque neurale, avec le mésoderme sous-jacent, selon l’axe antéropostérieur. Chacun de ces secteurs est introduit dans le blastocoele au début de la gastrulation par l’« Einsteck method ».Les explants sont repoussés ventralement par les mouvements d’invagination du mésoderme, viennent au contact de l’ectoderme ventral.


1 – Le premier segment qui contient du mésoderme de tête, induit la région la plus antérieure de la tête comme la région buccale, les choanes.


2 – le deuxième segment qui contient également du mésoderme de tête, induit des vésicules optiques, des vésicules otiques, du cerveau antérieur et moyen.


3 – Le troisième segment qui contient de la chorde antérieure, induit des vésicules otiques et du cerveau moyen, postérieur et de la moelle épinière antérieure.


4 – le quatrième segment qui contient la chorde troncopostérieure, induit du cerveau postérieur, de la moelle épinière ainsi que de la région caudale.
	        Ces résultats associés à des marquages cellulaires permettent de déduire une carte des destins cellulaires ou territoires présomptifs de la plaque neurale, où nous voyons que les ¾ de la surface sont occupés par les territoires cérébraux (Fig.235).
· Le télencéphale à l’extrémité crâniale

· Le diencéphale antérieur

· Le mésencéphale ou cerveau moyen

· Le rhombencéphale ou cerveau postérieur. 

· Le reste de la plaque neurale donnera de la moelle épinière.
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Fig.235


8.3.4- Les signaux


1 – l’expérience de Spemann et mangold met en évidence le signal transversal en direction de l’ectoderme dorsal et produit par le chordomésoderme.


2 – un deuxième type de signaux est émis depuis l’organisateur et transite dans l’épaisseur du neuroderme. C’est le signal planaire.

Malgré l’inhibition de l’invagination et même si le système nerveux ne se forme pas les gènes impliqués dans la neuralisation peuvent s’exprimer dans l’ectoderme adjacent à l’organisateur.
Des expériences ont été réalisées chez le xénope, afin d’empêcher le contact entre le chordomésoderme et l’ectoderme pendant la gastrulation, tout en laissant intacte la connexion entre le mésoderme et l’ectoderme dans le plan du tissu de la zone marginale dorsale (Fig.236).

Le principe consiste à  prélever au tout début de la gastrulation, l’ensemble constitué par la zone marginale dorsale avec l’ectoderme adjacent, depuis l’encoche blastoporale jusqu’au pôle animal. Cet explant de grande dimension est ensuite mis en culture à plat et recouvert d’une lamelle ou d’un morceau de papier filtre afin d’empêcher l’enroulement de la lèvre dorsale du blastopore sur elle-même. Cette technique Vise à inhiber mécaniquement les mouvements d’invagination. De cette façon, le signal transversal ne peut se réaliser.
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Les résultats montrent que l’explant, en l’absence des mouvements d’invagination subit néanmoins les mouvements de convergence-extension. Les résultats montrent que l’explant, en l’absence des mouvements d’invagination subit néanmoins les mouvements de convergence-extension.

Or bien que la neurulation n’ait pas lieu, l’ectoderme dorsal exprime les gènes marqueurs du neurectoderme, à la fois les gènes ubiquistes comme celui de la NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), de neurofilaments comme NF3, mais aussi des gènes liés à la régionalisation du système nerveux troncal et cérébral postérieur. C’est ainsi que le gène homéotique Xlhbox6  spécifique de la moelle épinière, s’exprime dans l’ectoderme postérieur situé dans la continuité du chordomésoderme. Le gène Krox-20, spécifique des rhombomères 3 et 5 s’exprime plus antérieurement. Enfin, le gène En-2, spécifique de la liaison mésencéphale-métencéphale, s’exprime encore plus antérieurement  (Fig.237).
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L’interprétation de ces résultats conduit à envisager la transmission d’informations dans le plan du tissu, depuis la lèvre dorsale vers l’ectoderme contigu. Ces informations constituent le signal planaire.  

Le signal planaire complète le signal transversal en donnant des informations de position le long de l’axe antéropostérieur du futur tube nerveux. En d’autres termes, il régionalise l’induction neurale. Au total, l’induction neurale nécessite deux types de signaux, émanant tous les deux de l’organisateur pendant la gastrulation (Fig.238).

	Le premier, transversal, est «émis par le chordomésoderme en direction de l’ectoderme dorsal, à travers la matrice extracellulaire. Il se propage grâce aux mouvements d’invagination.

Le deuxième planaire, transite dans l’épaisseur du tissu depuis la lèvre dorsale vers l’ectoderme contigu.
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	8.3.5- Induction par défaut

On entend par induction par défaut, la destinée que prend l’ectoderme soumis à aucune interaction car en fonction de son environnement, l’ectoderme peut évoluer selon 2 possibilités (Fig.239).

Fig.239
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	        Soit il n’interagit pas avec l’organisateur et BMP4 oriente l’ectoderme vers la différenciation épidermique caractérisée par un aplatissement de l’épithélium et l’expression de la kératine. BMP4 apparaît ainsi comme un inducteur autocrine, lorsqu’il est exprimé par l’ectoderme. Soit BMP4 est inhibé par Noggin (Fig.240), Chordin ou Follistatin, et dans ce cas l’ectoderme se neuralise.
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En somme, la neuralisation s’effectue par différence avec la détermination épidermique. On appelle ce type d’induction une induction par défaut.


Une expérience de microinjection montre le rôle de Chordin et de BMP4 dans le choix que prend l’ectoderme pour donner soit de l’épiderme, soit du neuroderme (Fig.241).

	      Des ARNm codant pour Chordin sont injectés dans un œuf fécondé. Lorsque l’embryon est parvenu au stade blastula, la calotte ectodermique est prélevée et mise en culture.

       L’expérience est alors divisée en trois lots. Dans le premier, on laisse évoluer les explants de calotte ectodermique. 

       Dans le deuxième on ajoute dans le milieu de culture, la protéine BMP4 à la concentration de 1nmol L-1. Enfin dans le troisième lot, on ajoute à nouveau la protéine BMP4 à la concentration de 10nM.
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Les résultats montrent qu’en culture isolée, l’ectoderme seul exprime la N-CAM et est donc sur la voie de la neurulisation. Si on ajoute BMP4 à la concentration de 1nmol L-1, on obtient un mélange d’expression neurale (N-CAM) et épidermique (kératine).

Enfin si on rajoute BMP4 à la concentration de 10nmol L-1, on rétablit la destinée épidermique des cellules ectodermiques.


C’est ainsi que l’on peut définir l’induction neurale par  défaut. D’une manière générale, BMP4 maintient un rôle ventralisant dans l’ensemble de l’embryon. Dès que l’organisateur est induit, il produit des molécules diffusibles qui reconnaissent BMP4, s’y lie et inhibe sa fonction dans l’environnement immédiat, c’est à dire la région dorsale.

	En conséquence, comme pour la dorsalisation, l’induction neurale dépend de signaux provenant de l’organisateur (Fig.242). On considère que BMP4 est présent de manière ubiquitaire dans l’ensemble de l’embryon. Dès que l’organisateur de Spemann est induit par le centre de Nieuwkoop, il secrète les molécules diffusibles antagonistes de BMP4 qui
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diffusent dans toutes les directions. Au voisinage de l’organisateur, l’inhibition de BMP4 modifie la destinée des tissus.

Dans le mésoderme de la zone marginale, c’est la dorsalisation. Dans l’ectoderme c’est la neuralisation.

	         Les molécules antagonistes sont les mêmes dans les deux cas , Noggin, Chordin et Follistatin qui agissent selon les mécanismes que nous avons analysés précédemment. Seule la réponse diffère selon l’origine des tissus (Fig.243).

Ainsi, les expériences de ventralisation par BMP4 et de restauration par Noggin et Chordin prennent tout leur sens puisqu’elles concernent à la fois la détermination du mésoderme latéroventral et l’induction neurale (Fig.244).
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Ce système est dynamique au point qu’à chaque instant les interactions cellulaires sont modifiées par les mouvements cellulaires de la gastrulation (Fig.245). 
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Ainsi, l’organisateur s’invagine, s’allonge dans le sens antéropostérieur et converge vers le plan médian. Les interactions se restreignent donc dans la région dorsale, le long et de part et d’autre de l’axe médian. 

Le signal transversal transmis par l’organisateur vers l’ectoderme dorsal 

	est matérialisé par les molécules diffusibles Chordin, Noggin et Follistatin. Par contre, le signal planaire n’a pas besoin des mouvements d’invagination pour s ‘exercer puisqu’il transite dans le plan du tissu à partir de la lèvre dorsale du blastopore tout au long de la gastrulation. L’organisateur s’invagine donc  en commençant par les tissus à vocation antérieure et en finissant par les tissus postérieurs (Fig.246).
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Le signal planaire apparaît ainsi comme un modulateur de l’induction neurale en imposant une régionalisation antéropostérieure de la neuralisation. L’expression de gènes régionaux oriente la détermination des grandes régions du système nerveux. Ce sont Engrailed 2 pour le cerveau intermédiaire. Krox2 pour

Le rhombencéphale et XoxB9 (XLHBox6) pour la moelle épinière.

	Ajoutons à cela l’existence d’un gradient antéropostérieur d’acide rétinoïque qui postériorise les tissus de l’embryon. L’augmentation expérimentale de la concentration en l’acide rétinoique dans le milieu provoque la disparition des structures antérieures (Fig.247).

Fig.247
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8.4.Bilan de l’organisateur de Spemann
L'organisateur de Spemann apparaît comme un centre décisionnel multifonctionnel important puisque :

1-il est appelé à devenir principalement de la chorde,

2-il est l'initiateur des mouvements de la gastrulation dans la région dorsale,

3-il dorsalise le mésoderme contigu en dérivés latérodorsaux à l'origine des somites,

4-il induit l'ectoderme contigu en neurectoderme par le signal transversal,

5-il régionalise l'induction neurale dans le sens antéropostérieur, par le signal planaire.

