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 RESUME 

 Au cours du développement embryonnaire, les neurones moteurs (MN) sont générés 

à partir de cellules progénitrices localisées dans la partie ventrale de la moelle épinière. Les 

nouveaux MN sont post-mitotiques et se diversifient en différents sous-types 

spécifiquement dédiés au contrôle des muscles squelettiques (MN somatiques) ou des 

organes viscéraux (MN viscéraux). La famille des facteurs de transcription Onecut comporte 

trois membres chez les mammifères nommés Hepatocyte Nuclear Factor–6 (HNF-6), Onecut-

2 (OC-2) et OC-3. Ces activateurs transcriptionnels sont exprimés de façon transitoire dans 

les premières étapes de la différenciation des MN médullaires. Ce patron d’expression 

suggère que les protéines OC interviennent dans la mise en place de la diversité neuronale 

au sein de la moelle épinière ventrale. Le but de mon travail est d’étudier les rôles des 

facteurs de transcription Onecut au cours de la diversification des MN médullaires.  

L’analyse d’embryons mutants Onecut, combinée avec des expériences en gain de fonction 

dans la moelle embryonnaire de poulet, démontre que cette famille d’activateurs 

transcriptionnels régule la diversification des MN à tous les niveaux de l’axe rostro-caudal de 

la moelle épinière. En effet, en absence des facteurs Onecut, la proportion entre MN 

somatiques et viscéraux est altérée au niveau thoracique, un excès de MN viscéraux étant 

généré au détriment des MN somatiques. Dans la région des membres, les MN responsables 

de l’innervation des muscles fléchisseurs perdent leur identité au profit de celle des MN 

assurant  l’innervation des muscles extenseurs.  

De plus, nous avons démontré qu’Isl1 est une cible transcriptionnelle directe des facteurs 

Onecut qui sont, dès lors, essentiels pour maintenir son expression durant la diversification 

des MN médullaires. Finalement, nous avons identifié un nouveau marqueur des MN 

viscéraux, Smad-interacting-protein (Sip)-1, qui pourrait agir de manière opposée à celle des 

protéines OC dans la production de la population viscérale.  

 

 Toutes ces observations indiquent que les facteurs OC sont impliqués dans des 

réseaux géniques au sein desquels ils coopèrent avec de multiples régulateurs afin de 

contrôler différents aspects de la diversification des MN dans la moelle épinière en 

développement.  
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LISTE des ABBREVIATIONS 
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AVANT-PROPOS 

 Afin de développer des nouveaux traitements contre les lésions et les maladies 

dégénératives (Alzheimer, Parkinson, Sclérose amyotrophique latérale), les chercheurs 

tentent depuis de nombreuses années de mieux comprendre les mécanismes contrôlant la 

mise en place de la diversité neuronale au cours du développement du système nerveux 

central (SNC). Les neurones moteurs (MN) sont présents dans la région ventrale de la 

moelle épinière et contrôlent directement ou indirectement la contraction des muscles. Les 

MN somatiques sont responsables de la contraction des muscles squelettiques et sont 

typiquement impliqués dans la locomotion, tandis que les MN viscéraux assurent le 

contrôle des organes viscéraux. Pour exercer ces différentes fonctions, les MN se 

diversifient durant le développement en différentes sous-populations spécifiquement 

dédiées au contrôle d’un ensemble de muscles squelettiques ou d’organes viscéraux (Dasen 

and Jessell, 2009). Grâce à la disponibilité de nombreux marqueurs moléculaires, à la 

position stéréotypée des corps cellulaires dans la moelle épinière ventrale ainsi qu’à la 

corrélation étroite entre l’identité cellulaire et le choix des cibles innervées, la 

diversification des différents types de MN au cours du développement est devenue un 

excellent modèle pour identifier les mécanismes cellulaires et moléculaires assurant la mise 

en place de la diversité neuronale, la migration des cellules, leur maturation, leur survie et 

leur intégration dans des circuits fonctionnels (Tsuchida et al., 1994; Jessell, 2000; Dasen 

and Jessell, 2009).  

Cependant, malgré tous ces efforts, certains aspects de la diversification neuronale restent 

encore incompris et les régulateurs participant à ce processus sont pour la plupart encore 

inconnus. Identifier ces facteurs constituerait un progrès important dans la compréhension 

du développement du SNC à partir du tube neural mais également pour la génération de 

cellules neuronales utiles dans diverses applications allant des tests pharmacologiques à la 

thérapie cellulaire. Notamment, une famille de facteurs de transcription appelée Onecut 

(OC) est présente durant la différenciation des MN médullaires et pourrait jouer un rôle 

essentiel dans la mise en place de la diversité neuronale au cours du développement de la 

moelle épinière (Francius and Clotman, 2010).  
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Figure 1: Neurulation. 

La plaque neurale (grise) est induite dans l’ectoderme 

(bleu) par inhibition de l’activité BMP. Durant la 

neurulation, les bords de la plaque neurale (mauve) 

s’élèvent afin de former une gouttière neurale, puis le 

tube neural. Les crêtes neurales sortent du tube 

neural dorsal. D’après  Liu and Niswander, 2005.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    Introduction 

 - 13 - 

1. INTRODUCTION  

 Le système nerveux des vertébrés contient plus de 100 milliards de neurones 

présentant une énorme diversité morphologique et fonctionnelle. Ainsi, la moelle épinière, 

le cervelet ou le cortex cérébral contiennent plusieurs dizaines de types de neurones 

différents par leur morphologie, leur(s) neurotransmetteur(s), leurs molécules de surface ou 

leurs connexions axonales. Le système nerveux contient également un nombre élevé de 

cellules gliales qui seraient cinq à dix fois plus nombreuses que les neurones. Elles assurent, 

chacune à leur façon, le bon fonctionnement des neurones du SNC : les oligodendrocytes 

constituent la gaine de myéline entourant les axones de nombreux neurones afin 

d’accélérer la conduction nerveuse, tandis que les astrocytes apportent un support et une 

protection aux neurones, participent activement à la transmission synaptique et assurent le 

contrôle de la barrière hémato-encéphalique.    

  

 Au cours du développement embryonnaire, la plaque neurale est induite dans 

l’ectoderme situé dans la région dorsale de l’embryon grâce à la production, par les tissus 

adjacents
1
, de protéines inhibant l’activité BMP (Bone Morphogenic Proteins) telles que la 

chordine ou Noggin (Figure 1) (Munoz-Sanjuan and Brivanlou, 2002; Liu and Niswander, 

2005; Gaspard and Vanderhaeghen, 2010). La plaque neurale s’invagine pour former le tube 

neural contenant toutes les cellules progénitrices neurales. Très rapidement, les cellules 

souches des crêtes neurales migrent hors du tube et donnent naissance au système nerveux 

périphérique, ainsi qu’à une grande diversité de types cellulaires tels que les mélanocytes 

responsables de la pigmentation de la peau. Les cellules progénitrices restant dans le tube 

neural vont produire les neurones et les cellules gliales qui participeront à la formation du 

SNC, constitué de l’encéphale et de la moelle épinière.  

Comment une population relativement petite et homogène de cellules souches neurales 

est-elle capable de former ce qui est généralement admis comme le système le plus 

complexe et le plus avancé du corps des vertébrés? De nombreuses recherches ont été 

réalisées afin de mieux comprendre la diversification neuronale au cours du développement 

embryonnaire. Ces études démontrent que, malgré sa complexité, la mise en place du SNC 

                                                 
1 Organisateur (ou région organisatrice) : centre inducteur qui dirige le développement de l’embryon ou de l’une 
de ses parties, tel un membre. Chez les amphibiens, ce terme fait généralement référence au centre de Spemann 
situé sur la face dorsale de l’embryon et qui émet des signaux permettant l’organisation des nouveaux axes A/P 
et D/V. 
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peut être globalement résumée en quatre mécanismes. Tout d’abord, le fonctionnement du 

SNC nécessite la production d’un type particulier de neurones à un endroit précis du tube 

neural et à un moment déterminé au cours du développement. Ensuite, les neurones post-

mitotiques générés migrent vers leur destination finale. Durant cette migration, les cellules 

nerveuses étendent leurs prolongements vers des cibles précises afin d’assurer 

l’établissement de connexions et le transfert d’informations entre les différentes régions de 

l’organisme. Finalement, les axones forment des synapses avec leurs cibles qui peuvent être 

nerveuses, musculaires ou glandulaires.  

 

1.1. Polarité du tube neural et neurogenèse 

 Le SNC adulte est constitué de plusieurs types de neurones présents à un endroit 

bien déterminé (neurones dopaminergiques, neurones GABAergiques, cellules de Purkinje, 

MN, interneurones,…). Au tout début du développement, cette organisation du SNC mature 

est anticipée par une régionalisation moléculaire du tube neural selon les axes 

antéropostérieur (A/P) et dorso-ventral (D/V). Ainsi, le tube neural est sous-divisé en une 

grille complexe de domaines, chaque domaine exprimant une combinaison précise de 

facteurs de transcription qui déterminera le type de neurones produits dans cette région.  

Des gradients de signaux morphogènes, parcourant des distances variables à travers le tissu 

neural, vont induire et/ou inhiber l’expression de gènes codant notamment pour ces 

facteurs de transcription et ainsi spécifier le type cellulaire produit à un endroit donné du 

développement. Les cellules produites migreront ensuite selon l’axe médio-latéral du tube 

neural pour quitter la zone de prolifération et enrichir progressivement la zone du manteau 

contenant les corps cellulaires des neurones différenciés.  

 

 1.1.1. Polarité A/P du tube neural  

 La régionalisation A/P du SNC est clairement évidente chez l’adulte au vu de la 

présence du cortex au niveau antérieur et de la moelle épinière au niveau postérieur. Au 

cours du développement embryonnaire, l’induction de la plaque neurale aboutit à la 

formation d’un neuroépithélium avec une spécification telle que, en absence d’autres 

signaux, elle formera les structures antérieures du tube neural (prosencéphale et 

mésencéphale) (Rallu et al., 2002). La détermination des structures plus postérieures 
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Figure2 : Spécification du rhombencéphale versus moelle épinière. 
(A) Schéma montrant les gradients d’activité de FGF, d’AR et la voie de signalisation 
WNT le long du rhombencéphale et de la moelle épinière. Une combinaison de gradients 
permet la spécification des différentes régions : un signal FGF postérieur sans signal AR 
spécifie le rhombencéphale antérieur ; un signal FGF antérieur et AR postérieur pour le 
rhombencéphale postérieur ; à l’inverse, un signal AR antérieur et FGF postérieur pour la 
moelle épinière rostrale ; un signal FGF postérieur sans AR pour la moelle épinière 
postérieure. L’activité Wnt est un pré-requis  pour la spécification de toutes ces régions, 
qu’elle forme un gradient ou non. 
(B) Résumé de la spécification de chaque région par les combinaisons des activités Wnt, 
FGF et AR. La combinaison de Wnt avec un faible niveau de FGF pourrait promouvoir le 
rhombencéphale antérieur, mais n’a jamais été testé expérimentalement. rHB, rostral 
hindbrain ; cHB, caudal hindbrain ; rSC, rostral spinal cord ; cSC, caudal spinal cord. 
D’après Elkouby and Frank, 2010. 

nécessite la présence de divers facteurs « postériorisants ». Parmi ceux-ci, les facteurs de 

croissance fibroblastiques (FGF), l’acide rétinoïque (AR) et certains facteurs Wnt sont 

importants pour la mise en place de la polarité A/P du tube neural  (Figure 2) (Maden, 2002; 

Ciani and Salinas, 2005; Nordstrom et al., 2006; Gaspard and Vanderhaeghen, 2010).  
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Figure 3 : Segmentation du 

rhombencéphale  

en rhombomères (r1-r8) et 

relation avec les nerfs moteurs (V, 

VII, IX), la migration des crêtes 

neurales (flèches), les arcs 

brachiaux (BA1-BA3) et les 

domaines d’expression des gènes 

à e9.5.  

Les colorations foncées et claires 

indiquent respectivement un 

niveau fort et faible dans chaque 

rhombomère. Les pointillés 

indiquent que Hoxa1 est exprimé à 

e7.5 mais est éteint avant la 

formation des rhombomères. 

Kreisler (=MafB) est un gène de 

segmentation. EphA4 et EphA7 

sont impliqués dans la séparation 

des cellules entre chaque 

rhombomère. D’après Trainor and 

Krumlauf, 2000.  

 

 La régionalisation A/P du tube neural est particulièrement bien comprise dans la 

région postérieure de l’encéphale (Kiecker and Lumsden, 2005; Guthrie, 2007). Notamment, 

le rhombencéphale donne naissance au cervelet, au pont et au bulbe rachidien nécessaires 

pour la régulation des activités autonomes de l’organisme comme la respiration, la pression 

sanguine et les battements cardiaques. Au cours du développement, huit renflements 

transitoires, appelés rhombomères, se forment dans le rhombencéphale (Figure 3). Le 

rhombomère 1 donne naissance au cervelet et à la partie antérieure du pont, tandis que les 

rhombomères suivants contiennent des noyaux moteurs et fournissent des fibres à un nerf 

crânien. Ainsi le nerf trijumeau (V) est formé par les projections des neurones situés dans 

les rhombomères 2-3, le nerf facial (VII) par les projections des rhombomères 4-5 et le nerf 

glosso-pharyngien par les projections des rhombomères 6-7. Chaque rhombomère fournit 

également des cellules de crêtes neurales à un des arcs brachiaux (Lumsden, 2004). Les 

neurones présents dans chaque rhombomère sont incapables de se mélanger à ceux des 

rhombomères adjacents. En effet, les cellules présentes dans les rhombomères impairs ne 

partagent pas les mêmes propriétés d’adhésion que celles présentes dans les rhombomères 

pairs. La découverte que certaines protéines de surface, comme les éphrines et leurs 

récepteurs Eph, sont exprimées de manière alternée dans les rhombomères fournit un 

mécanisme potentiel pour expliquer la séparation des cellules à l’intérieur de chaque 

rhombomère (Klein, 1999; Cooke and Moens, 2002).  
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Figure 4: Relation schématique entre les gènes Hox de drosophile et de souris.  

Les gènes Hox sont représentés par des boîtes colorées sur les chromosomes. Les gènes orthologues 

entre la souris et la drosophile et les gènes paralogues de souris sont représentés dans le même code 

couleur. 

D’après http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL3530/DB_Ch15/BIOL2900_EvoDevo.html 

 

Le développement des rhombomères dépend de l’expression des gènes à homéoboite (Hox) 

(Figure 4) (Keynes and Krumlauf, 1994). Chez les vertébrés, il existe quatre complexes 

homologues de gènes Hox, situés sur des chromosomes différents, appelés Hoxa, Hoxb, 

Hoxc et Hoxd. Ces complexes sont issus de la double duplication d'un complexe ancestral 

unique, si bien que tous les gènes présentent entre eux une certaine ressemblance (surtout 

au niveau de l’homéoboite). Les gènes paralogues correspondants dans les différents 

complexes forment ce qu’on appelle généralement un sous-groupe paralogue (par exemple 

HoxA4, HoxB4, HoxC4 et HoxD4). Chaque gène Hox est exprimé à un niveau A/P particulier, 

avec une limite franche au niveau antérieur, et s’étend postérieurement. De manière 

remarquable, l’ordre d’expression des gènes Hox selon l’axe A/P du tube neural est souvent 

le même que celui de la disposition de 3’ en 5’ des gènes sur le chromosome (colinéarité 

spatiale). De la même manière, les premiers gènes Hox à s’exprimer lors du développement 

neuronal sont situés en 3’ sur les chromosomes (colinéarité temporelle).  
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Dans les rhombomères, l’expression des gènes Hox offre une base moléculaire pour 

expliquer l’identité de chaque rhombomère (Figure 3) (Hunt and Krumlauf, 1992). La limite 

antérieure d’expression de Hoxa2 délimite la frontière entre les rhombomères 1-2, celle de 

Hoxb2 la frontière entre les rhombomères 2-3, celle de Hoxa1 la frontière entre les 

rhombomères 3-4… Chaque rhombomère est ainsi caractérisé par l’expression d’une 

combinaison unique de gènes Hox qui fournit une identité de position le long de l’axe A/P. 

L’expression de Hoxb1 dans le rhombomère 4 permet la formation du nerf facial (VII) et son 

expression ectopique dans le rhombomère 2 transforme celui-ci en rhombomère 4 (Bell et 

al., 1999). Des études sur l’expression des gènes Hox au niveau moléculaire ont apporté 

quelques indications sur le mode de contrôle de ce profil d’expression. Dans certains cas, 

l’expression des gènes Hox dans le rhombencéphale dépendrait de l’activité d’autres 

facteurs de transcription. Par exemple, dans le rhombomère 3 et 5, Hoxb2 est activé 

notamment par le facteur de transcription en doigt de zinc Krox20, qui n’est pas présent 

dans le rhombomère 4. Il existe des sites de fixation pour la protéine Krox20 sur l’élément 

activateur qui stimule l’expression de Hoxb2 dans les rhombomères 3 et 5. Ainsi, 

l’inactivation de Krox20 résulte en la perte de Hoxb2 dans les rhombomères 3 et 5 et, par 

conséquent, en la fusion des rhombomères 2 à 6. L’expression organisée dans l’espace des 

facteurs de transcription tels que Krox20 dépendrait quant à elle des gradients de FGF et 

d’AR (Figure 2) (Keynes and Krumlauf, 1994; Nonchev et al., 1996; Trainor and Krumlauf, 

2000; Maden, 2002; Lumsden, 2004; Guthrie, 2007). L’AR forme un gradient de 

concentration postéro-antérieur dans le rhombencéphale et l’absence de signalisation d’AR 

entraîne une perte des rhombomères.  

 

 Ce type de segmentation A/P ne s’applique pas à la moelle épinière où la position 

régulière, une paire en regard de chaque somite, des racines ganglionnaires dorsales et des 

racines motrices ventrales est imposée par les somites. Cependant, les MN générés à une 

position donnée le long de l’axe A/P de la moelle épinière possèdent des propriétés 

intrinsèques caractéristiques de cette position (Dasen et al., 2003; Dasen and Jessell, 2009). 

Le destin neuronal le long de l’axe A/P de la moelle épinière est déterminé par des signaux 

sécrétés dans le mésoderme adjacent. Ces signaux sont composés de gradients de FGF, 

d’AR, de Wnt et de GDF (Growth differentiation factor, membre de la famille TGF-β) qui 

activent un patron d’expression des gènes Hox dans les neurones post-mitotiques (Liu et al., 
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Figure 5 : Expression des gènes Hox dans les MN de la moelle épinière. 

Les gènes Hox situés dans la region 3’ des chromosomes sont exprimés au niveau 

antérieur de la moelle épinière tandis que ceux situés en 5’ sont exprimés caudalement 

en réponse à un gradient FGF. Dans les régions les plus caudales et rostrales, les gènes 

Hox sont régulés respectivement par des signaux d’AR et de Gdf11. D’après Dasen and 

Jessell, 2009. 

 

2001; Dasen et al., 2003) (Figure 5). Ainsi, les MN exprimant les gènes Hox du groupe 6 

(Hox6) innervent les muscles des membres et ne sont présents que dans la région brachiale 

de la moelle épinière; les MN viscéraux expriment les gènes du groupe 9 (Hox9) et sont 

confinés dans la région thoracique de la moelle épinière ; tandis que les MN exprimant les 

gènes du groupe 10 (Hox10) sont présents dans la région lombaire de la moelle épinière afin 

d’innerver les membres postérieurs (Landmesser, 1978; Dasen and Jessell, 2009). A 

l’inverse, les MN innervant les muscles du dos n’expriment pas de gènes Hox et, par 

conséquent, sont présents tout le long de l’axe A/P de la moelle épinière. De plus, la 

répression mutuelle entre les différents Hox permet de renforcer l’identité A/P des MN. 

Ainsi, des perturbations de l’expression de Hoxc10 et de Hoxd10 dans les MN entraînent des 

désordres locomoteurs importants suite au changement d’identité des MN innervant les 

membres postérieurs qui adoptent le phénotype des MN viscéraux (Wu et al., 2008). A 

l’inverse, en absence de  Hoxc9, l’expression de Hox6 est étendue anormalement dans la 

région thoracique et les MN viscéraux de cette région acquièrent l’identité des populations 

innervant les membres (Jung et al., 2010).  
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Par ailleurs, le gène Foxp1 code pour un co-facteur des protéines Hox et est exprimé dans la 

moelle épinière ventrale. Ce co-facteur est induit par les protéines Hox et son expression 

dans les MN est dès lors restreinte aux MN des membres et aux MN viscéraux. Cependant, 

le niveau de Foxp1 dans ces deux sous-populations de MN est différent: les neurones 

viscéraux expriment Foxp1 à faible niveau tandis que les MN des membres sont caractérisés 

par une expression forte de Foxp1 (Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008). Cette différence 

est le résultat du patron d’expression des Hox le long de l’axe A/P de la moelle épinière et 

est critique pour la spécification des sous-populations de MN.  En effet, Hox6 et Hox10 

induisent une expression forte de Foxp1 nécessaire pour la spécification des MN innervant 

les membres, tandis que Hox9 induit une expression faible de Foxp1 afin de permettre la 

différenciation des MN viscéraux présents dans la région thoracique. Foxp1 agit donc de 

manière conjointe avec les protéines Hox afin de restreindre leur action dans les MN.  

  

 1.1.2 Polarité D/V du tube neural 

 Durant le développement, des signaux morphogènes contribuent à la génération de 

populations de neurones spécifiques le long de l’axe D/V du tube neural. Dans la région 

dorsale, l’activation dans les cellules du toit d’une cascade de facteurs de croissance de la 

famille des TGFβ (dorsaline, activine, BMP) ainsi que de la famille Wnt est cruciale pour 

l’expression de gènes «dorsalisants» (Pax3 et Pax7 par exemple) dans les domaines 

progéniteurs  (Figure 6) (Megason and McMahon, 2002; Liu and Niswander, 2005). A 

l’inverse, la régionalisation ventrale est contrôlée par la notochorde qui induit la 

différenciation des cellules du plancher
2
 du tube neural. La protéine Sonic Hedgehog (Shh) 

est sécrétée par la notochorde puis par les cellules du plancher et dirige le développement 

du tube neural ventral (Fuccillo et al., 2006; Lupo et al., 2006; Dessaud et al., 2008).  

 

  

 

 

 

                                                 
2 Région ventrale du tube neural constituée de cellules spécialisées, importantes notamment pour la production 
de substances dirigeant la croissance des axones commissuraux du côté contro-latéral. 
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Figure 6 : Schéma mentionnant les morphogènes importants dans la 

régionalisation D/V du tube neural.  

Une section coronale (trait) dans le télencéphale est indiquée par la 

ligne en pointillés. D’après Petros et al., 2011.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Cette régionalisation ventrale est particulièrement évidente au niveau de la moelle 

épinière (Briscoe and Novitch, 2008). La protéine Shh, produite par la notochorde et le 

plancher, diffuse dans la moelle épinière ventrale et forme un gradient le long de l’axe D/V 

du tube neural (Figure 7A) (Stamataki et al., 2005; Chamberlain et al., 2008). Ce gradient de 

concentration est suivi d’un changement d’activité des facteurs de transcription Gli dans les 

cellules progénitrices, transformant ainsi le signal morphogène en une activité 

intracellulaire (Stamataki et al., 2005). Dès lors, une importante concentration de Shh est 

requise pour la production des domaines progéniteurs les plus ventraux tandis qu’une basse 

concentration est suffisante pour les domaines progéniteurs les plus dorsaux. Ce gradient 

d’activité permet d’induire des facteurs de transcription à Homéodomaine dits de classe II 

et de réprimer l’expression de facteurs de transcription dits de classe I dans les cellules 

progénitrices (Figure 7B). De plus, le gradient de signalisation Shh permet à chaque 

domaine progéniteur ventral d’exprimer une combinaison unique de ces facteurs de 

transcription. Ainsi, le domaine progéniteur de MN (pMN) est défini par l’expression de 

Pax6, Nkx6.1, Nkx6.2 et Olig2 tandis que le domaine progéniteur des interneurones V3 est 

caractérisé par l’expression de Nkx6.1 et de Nkx2.2 (Briscoe et al., 1999; Vallstedt et al., 

2001).  
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Figure 7: Les domaines de progéniteurs ventraux de la moelle épinière sont définis par 

un gradient de Shh. 

(A) Cinq types de neurones sont produits à partir d’un nombre équivalent de domaines 

progéniteurs situés dans la zone ventriculaire de la moelle épinière ventrale. Les 

domaines les plus dorsaux sont exposés à une concentration faible en Shh.  

(B) Le gradient de concentration de Shh régule l’expression de facteurs de transcription 

dans les domaines progéniteurs ventraux. Trois aspects sont cruciaux dans ce système : 

Shh réprime (gène de Classe I: DbX1/2, Pax6/7, Irx3) ou induit (gène de Classe II: Nkx6.1, 

Nkx6.2, Nkx2.2) l’expression à différentes concentrations seuils; les limites entre les 

domaines progéniteurs sont renforcées par la répression mutuelle entre les protéines qui 

partagent une frontière et la combinaison de l’expression des protéines dans les 

différents domaines progéniteurs détermine le type neuronal produit par chaque 

domaine.  

D, dorsal; Dbx, developing brain homeobox transcription factor; FP, floor plate; Irx, 

iroquois homeodomain protein; MN, motor neuron; N, notochord; Nkx, Nkx 

homeodomain protein; Pax, Paired homeodomain protein; V, ventral; V0–V3, ventral 

interneurons 0–3. D’après Jacob and Briscoe, 2003.  
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De plus, la répression mutuelle entre les protéines de classe I et II renforce les limites entre 

deux domaines progéniteurs adjacents. Cinq domaines de progéniteurs ventraux sont ainsi 

générés : p0, p1, p2, pMN et p3.  Ils sont constitués de cellules en prolifération qui, au cours 

de la neurogenèse, vont sortir du cycle cellulaire et se différencier en neurones. Cinq classes 

de neurones sont alors produites dans la moelle épinière ventrale : une classe de MN et 

quatre classes d’interneurones (V0, V1, V2 et V3). Ainsi, une concentration faible en Shh est 

nécessaire pour la production des populations les plus dorsales comme les interneurones 

V0, V1 et V2, une concentration moyenne pour la production des MN et une concentration 

forte pour les interneurones V3 et les cellules du plancher. A l’inverse, l’inactivation 

conditionnelle de Shh dans les cellules du plancher provoque la perte des domaines p3, 

pMN et p2 tandis que les cellules des domaines p0 et p1 s’étendent plus ventralement dans 

la moelle épinière. 

 

 1.1.3. Neurogenèse et spécification neuronale 

 La différenciation de la plupart des types cellulaires présents dans le SNC se fait à 

partir de progéniteurs neuraux qui présentent initialement une intense activité mitotique. 

En se différenciant, ces cellules perdent leur capacité de division, expriment des marqueurs 

neuronaux (β3-tubuline, NeuroD…) et acquièrent une identité spécifique. De plus, différents 

types de cellules neurales peuvent être produits dans une même région mais à des 

moments différents au cours du développement. 

 

 a) Sortie du cycle cellulaire et expression de marqueurs neuronaux  

 La neurogenèse correspond à la sortie du cycle cellulaire et à l’induction de 

l’expression de marqueurs spécifiques des cellules neuronales comme la β3-tubuline ou 

NeuroD. Ces deux étapes  sont contrôlées par les produits des gènes pro-neuraux exprimés 

dans les cellules progénitrices entamant leur différenciation (Lee, 1997; Bertrand et al., 

2002). Plusieurs protéines pro-neurales ont été découvertes chez les mammifères : Hes1/5, 

Mash1/2, Math1/5, Ngn1-3, Olig… La plupart des gènes pro-neuraux sont exprimés 

exclusivement ou principalement dans le système nerveux au cours du développement et 

agissent comme des activateurs (Ngn2 et Mash1 par exemples) ou des répresseurs 

transcriptionnels (Olig2 et Hes1/5 notamment) (Kageyama et al., 2005).  
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Figure 8: Mécanismes d’induction neuronale par les gènes pro-neuraux.  

L’expression des gènes pro-neuraux est induite fortement dans les progéniteurs qui 

initient un programme de différenciation neuronale. Les protéines pro-neurales 

entraînent la sortie du cycle cellulaire en induisant des inhibiteurs de kinases cycline-

dépendantes (cdk), certainement par un mécanisme indirect qui implique l’activation, par 

ces mêmes protéines pro-neurales, de gènes de différenciation neuronale tel que 

NeuroD. En parallèle, les gènes pro-neuraux inhibent la différenciation gliale. De plus, 

elles activent la voie de signalisation Notch afin de réprimer l’expression et d’inhiber 

l’activité des gènes pro-neuraux dans les cellules voisines, entraînant un blocage de la 

différenciation. D’après Bertrand et al., 2002.  

 

 Les produits des gènes pro-neuraux assurent la sortie du cycle cellulaire et 

l’induction de marqueurs neuronaux par quatre mécanismes (Figure 8) (Bertrand et al., 

2002). Tout d’abord, les protéines pro-neurales participent à la sortie du cycle cellulaire en 

activant des inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes (Cdk) comme p16, p21 ou p27. 

Ensuite, elles favorisent la différenciation neuronale en initiant l’expression de gènes 

spécifiques aux cellules neuronales (B3-tubulin ou NeuroD). Ainsi, l’expression ectopique de 

Mash1 dans des cellules souches neurales induit la différenciation neuronale de ces cellules. 

En parallèle, elles inhibent la différenciation gliale. Notamment, le gène GFAP qui est 

spécifiquement exprimé dans les cellules gliales est induit par Stat1/3. Ngn1 est capable de 

séquestrer le co-activateur de Stat1/3 (p300/Smad) et donc d’empêcher l’expression de 

gènes spécifiques aux cellules gliales (Kageyama et al., 2005). Enfin, les protéines pro-

neurales activent l’expression de ligand de la voie Notch qui inhibe la différenciation 

neuronale dans les cellules voisines afin que toutes les cellules progénitrices ne se 

différencient pas simultanément et que la différenciation neurale continue pendant une 

période relativement longue.    
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Figure 9 : Schéma de la moelle épinière dorsale au cours du développement.  

(A) Le patron d’expression des facteurs de transcription à homéodomaine est contrôlé 

par le gradient BMP le long de l’axe D/V du tube neural. Les protéines pro-neurales 

(bHLH), exprimées dans des domaines progéniteurs distincts, contrôlent la spécification 

du sous-type d’interneurones produit par chaque domaine. Les domaines d’expression 

des gènes pro-neuraux sont établis et/ou maintenus par des répressions mutuelles.  

(B) Schéma des gènes exprimés dans les interneurones dorsaux post-mitotiques lorsqu’ils 

émergent de la zone progénitrice. D’après Caspary and Anderson, 2003. 

 

 b) Acquisition d’une identité spécifique 

 Des analyses génétiques ont révélé que les gènes pro-neuraux des vertébrés avaient 

des fonctions très hétérogènes. En effet, alors que certains sont impliqués uniquement dans 

la sortie du cycle cellulaire et la différenciation neuronale, d’autres participent également à 

la spécification des caractéristiques propres à chaque type de neurones (Bertrand et al., 

2002; Guillemot, 2007). Certains gènes pro-neuraux peuvent en effet être exprimés dans 

des domaines progéniteurs restreints qui correspondent à la production d’un type 

particulier de neurones. Par exemple, Mash1 est exprimé dans la région ventrale du 

prosencéphale et spécifie les neurones GABAergiques, tandis que Ngn2 est exprimé 

dorsalement et spécifie les neurones glutamatergiques de cette région (Kageyama et al., 

2005).  Un autre exemple d’une telle corrélation est fourni dans la moelle épinière dorsale 

où Math1, Ngn1 et Mash1 sont exprimés de manière exclusive dans les domaines 

progéniteurs qui produisent les différents types d’interneurones dorsaux (Figure 9) (Caspary 

and Anderson, 2003).  
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 Cette observation sous-entend qu’il est impossible de séparer la production de 

neurones à la spécification du type de neurones produits. Les protéines pro-neurales, en 

interagissant avec les autres facteurs de transcription exprimés de manière spécifique dans 

chaque domaine progéniteur, coordonnent ainsi la sortie du cycle cellulaire, la neurogenèse 

et la spécification du type de neurone produit. Un autre exemple est fourni lors de la 

différenciation du Locus Coerulus, un noyau noradrénergique du SNC impliqué notamment 

dans la transition veille-sommeil. La co-expression du gène pro-neural Mash1 avec le 

facteur de transcription Phox2b induit la différenciation neuronale et le caractère 

noradrénergique des cellules via l’induction de la Dopamine Beta-hydroxylase (Bertrand et 

al., 2002).  

De manière similaire, le gène pro-neural Olig2 est exprimé dans le domaine progéniteur des 

MN médullaires (pMN) et agit comme un répresseur transcriptionnel. Au stade 

embryonnaire (e) 9,5, la perte d’Olig2 est nécessaire pour induire la différenciation 

neuronale et la spécification des MN dans le pMN (Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 

2001; Lee and Pfaff, 2003). En effet, la diminution de l’expression d’Olig2 autorise la 

production de la protéine pro-neurale Ngn2 qui coordonnera la sortie du cycle cellulaire, la 

neurogenèse et l’induction des premiers marqueurs de MN post-mitotiques: Isl1, Hb9 et Isl2 

(Ericson et al., 1992; Tsuchida et al., 1994; Tanabe et al., 1998; Lee et al., 2005; Ma et al., 

2008). Par la suite, l’identité des MN sera consolidée par la présence de ces marqueurs 

post-mitotiques. En effet, l’expression d’Isl1 est nécessaire pour la survie des MN et la 

répression des gènes menant à la spécification d’autres destins cellulaires (Pfaff et al., 1996; 

Thaler et al., 2004; Song et al., 2009; Liang et al., 2011). Dans des embryons hypomorphes 

pour Isl1, la diminution de l’expression de ce gène provoque une diminution de la 

production de MN tandis que la population d’interneurones V2a est augmentée. Les MN 

médullaires et les interneurones V2 sont issus de deux domaines progéniteurs adjacents, 

pMN et p2 (Figure 10). Ils constituent deux types cellulaires distincts mais partagent 

l’expression de certains facteurs de transcription au cours de leur processus de 

spécification. En effet, lors de leur division finale, les interneurones V2 et les MN 

commencent à exprimer le facteur de transcription Lhx3 ainsi que son cofacteur, NLI 

(nuclear LIM interactor). Les MN post-mitotiques expriment par ailleurs Isl1.  
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Figure 10: Consolidation de l’identité des MN par Isl1.  

Voie de développement pour les interneurones V2 et les MN. Représentation 

schématique des tétramères dans les interneurones V2, des héxamères dans les MN 

et de leurs éléments de réponse assurant la spécification des interneurones ou des 

MN. D’après Lee et al., 2008.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Dans les interneurones V2,  deux protéines de Lhx3 se lient à un dimère de NLI pour 

former des complexes tétramériques 2Lhx3 :2NLI capables d’induire la différenciation des 

interneurones V2 (Thaler et al., 2002; Bhati et al., 2008). Dans les MN,  la protéine Isl1 entre 

en compétition pour lier le cofacteur NLI et Lhx3 est déplacé sur la région C-terminale d’Isl1. 

Deux dimères d’Isl1 :Lhx3 se lient donc à un dimère de NLI pour former des complexes 

hexamériques 2Lhx3 :2NLI :2Isl1 responsables de l’induction des gènes spécifiques aux MN, 

notamment Hb9 (Lee et al., 2008). Isl1 influence donc l’assemblage et la fonctionnalité des 

complexes protéiques impliqués dans la génération des MN afin de consolider leur identité.  

De plus, Isl2 semble exercer des fonctions similaires à celles d’Isl1 dans la consolidation de 

l’identité des MN. En effet, Isl2 est capable d’interagir avec le co-facteur NLI et cette 

interaction est nécessaire pour le développement des MN (Segawa et al., 2001). Dès lors, il 

a été proposé que le niveau global de protéines Isl, plutôt que la fonction spécifique 

attribuée à chaque facteur Isl, est critique pour la consolidation de l’identité des MN 

médullaires, ainsi que pour les autres processus dans lesquels les protéines Isl sont 

impliquées (Thaler et al., 2004; Hutchinson and Eisen, 2006). Finalement, Hb9 participe 

également à la consolidation de l’identité des MN en réprimant directement l’expression de 

gène déterminant pour la différenciation des interneurones V2a, tel que Chx10 (Arber et al., 

1999; Thaler et al., 1999; Lee et al., 2008). Dès lors, dans les souris mutantes pour Hb9 ou 

pour Isl2, la consolidation de l’identité des MN est altérée, ce qui provoque une 
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augmentation de l’expression de Lhx3 et de Chx10 et une expansion de la population 

d’interneurones V2a (Arber et al., 1999; Thaler et al., 1999; Thaler et al., 2004; Song et al., 

2009; Liang et al., 2011). 

   

 c) Spécification temporelle des destins neuraux  

 De manière générale, les cellules gliales sont produites après la neurogenèse : les 

domaines progéniteurs engendrent des neurones, ensuite des oligodendrocytes puis des 

astrocytes. Le choix alternatif entre une différenciation neuronale ou gliale est contrôlé, 

entre autres, par le maintien dans les domaines progéniteurs de l’expression des gènes pro-

neuraux (Guillemot, 2007). La transition neurogenèse-gliogenèse a été particulièrement 

bien caractérisée dans la moelle épinière ventrale. Dans cette région, les MN et une partie 

des cellules gliales sont générés de manière séquentielle par le pMN (Figure 11). Les 

produits des gènes pro-neuraux Olig2 et Ngn2 constituent un code pour la spécification des 

neurones et des cellules gliales (Wu et al., 2006). En effet, l’expression d’Olig2 et de Ngn2 

dans le pMN permet la différenciation neuronale et la spécification des MN médullaires 

(voir p.24). A un stade plus tardif du développement, l’activation de la voie Notch empêche 

l’expression de Ngn2 dans les cellules progénitrices et la présence d’Olig2 génère des 

oligodendrocytes, tout en continuant à inhiber la différenciation astrocytaire. Ainsi, la perte 

d’Olig2 dans la moelle épinière de souris conduit à l’absence de MN et d’oligodendrocytes 

(Rowitch et al., 2002; Zhou and Anderson, 2002). Au contraire, des études de surexpression 

dans les embryons de poulet ou en culture cellulaire montrent que Olig2 peut déclencher la 

neurogenèse ou la différenciation des oligodendrocytes, en fonction du stade de 

développement et de la présence d’autres facteurs de transcription dans les cellules (Ngn2 

notamment). Par la suite, l’inhibition d’Olig2 par la protéine SCL (Tal1) et l’absence de Ngn2 

permettent l’expression de gènes spécifiques aux astrocytes.  
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Figure 11: Génération séquentielle des neurones et des cellules gliales dans la moelle épinière 

ventrale. 

L’axe vertical représente les différents domaines progéniteurs ventraux (gris) le long de l’axe D/V de 

la moelle épinière, l’axe horizontal représente le stade de développement.  

Dans les domaines progéniteurs, les facteurs de transcription Pax6, Nkx2.2 ou Olig2 sont initialement 

co-exprimés avec les protéines inhibitrices de la neurogenèse (Id/Hes). L’induction des protéines 

pro-neurales Mash1 et/ou Ngn1-3 induit la génération de neurones (Bleu). La perte de Pax6 et de 

Ngn1/2, l’induction de Mash1 avec la perte de Ngn2 et la maintenance d’Olig2 ou la perte de Ngn3 

induit la différenciation des oligodendrocytes (orange). La perte des protéines de Pax6, d’Olig2 ou de 

Nkx2.2 entraîne la différenciation des astrocytes (mauve). D’après Guillemot, 2007.  
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Figure 13: Formation du cortex cérébral.  

Les neurones corticaux sont guidés dans 

leur migration hors de la zone 

ventriculaire par les cellules de la glie 

radiaire. Les neurones les plus jeunes 

dépassent les neurones plus anciens afin 

de former les six couches cellulaires 

constituant le cortex cérébral. D’après 

Bielas et al., 2004.  

 

Figure 12: Organisation de la moelle 

épinière durant la neurogenèse.  

Durant la neurogenèse, le tube neural est 

divisé en trois zones distinctes : la zone 

ventriculaire contenant les corps 

cellulaires des cellules progénitrices en 

prolifération, la zone intermédiaire 

contenant des cellules post-mitotiques en 

voie de différenciation et, enfin,  la zone 

du manteau constituée de neurones 

différenciés. D’après Diez del Corral and 

Storey, 2001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    Introduction 

 - 31 - 

1.2. Diversification neuronale et migration 

 Durant le développement embryonnaire, la zone ventriculaire est constituée des 

cellules progénitrices en prolifération qui vont produire les neurones et, plus tard, les 

cellules gliales (Figure 12). Les jeunes cellules post-mitotiques vont se libérer de la zone 

ventriculaire et migrer pour constituer une nouvelle couche de cellules en différenciation, 

appelée zone intermédiaire. Lorsque la différenciation cellulaire est très avancée, les jeunes 

neurones continuent leur migration au-delà de la zone intermédiaire pour former la zone du 

manteau (ou marginale).  

   

 Dans certains cas, la position dans laquelle le neurone post-mitotique se fixera est en 

relation avec le moment de sa naissance. Par exemple, tous les neurones du cortex animal 

ont pour origine la zone de prolifération et migrent vers l’extérieur pour gagner leur 

position définitive en se liant à la glie radiaire (Figure 13). Le cortex cérébral est ainsi formé 

de six couches cellulaires numérotées de I à VI, de l’extérieur vers l’intérieur. Les neurones 

nés aux premiers stades du développement cortical migrent vers les régions les plus 

proches de leur lieu de naissance (couches les plus internes), alors que ceux qui 

apparaissent plus tard gagnent des zones plus éloignées, dans les couches les plus 

superficielles. Ainsi apparaît une vague de différenciation qui va de l’intérieur vers 

l’extérieur : les neurones plus jeunes dépassent les neurones plus anciens lors de leur 

migration vers leur position finale (Bielas et al., 2004).  

 

 1.2.1 Migration et diversification neuronale 

 La fonction neuronale requiert des connexions précises entre le neurone et leur 

cible. La formation de ces connexions nécessite que le corps cellulaire du neurone soit situé 

au bon endroit afin que ses projections puissent atteindre la cible en suivant les indices 

fournis par l’environnement extracellulaire (voir p.41). Peu de choses sont connues sur les 

messages spécifiques que les neurones reçoivent au cours de leur migration vers la zone 

marginale. Cependant, il est apparu que bouger à travers un environnement cellulaire 

différent est essentiel pour le développement du SNC car le cheminement des neurones au 

sein d’environnements extracellulaires variés contribue à la diversité neuronale. Par 

exemple, les couches du cortex cérébral sont constituées de neurones présentant des 

formes et des connexions différentes d’une couche à l’autre. La couche IV (couche 
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granulaire interne) contient des cellules étoilées de petites tailles, les cellules réceptrices, 

tandis que la couche V est essentiellement composée de grandes cellules pyramidales. 

Différents gènes sont donc exprimés dans les neurones corticaux en fonction de leur 

position, impliquant l’existence de différents signaux le long de leur chemin de migration. 

Excepté une étude démontrant que le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) agissait 

comme un signal extrinsèque important pour la détermination des couches corticales, peu 

de signaux ont été identifiés dans ce processus. Ainsi, la surexpression de BDNF dans le 

ventricule télencéphalique induit une modification de la position, de l’expression des gènes 

et des projections des neurones destinés à peupler la couche IV qui acquièrent l’identité des 

neurones des couches corticales profondes V et VI. A l’inverse, en présence d’anticorps anti-

BDNF, les cellules destinées à la couche IV acquièrent l’identité des neurones des couches II 

et III (Fukumitsu et al., 2006). Ces observations démontrent que, bien que descendant d’un 

même domaine progéniteur, les cellules post-mitotiques divergent en suivant des chemins 

de migration spécifiques et se différencient en plusieurs sous-types neuronaux.  

  

 Cette diversification neuronale est également observée dans les MN de la moelle 

épinière. A e9.5, les MN post-mitotiques expriment les marqueurs précoces Isl1, Isl2 et Hb9 

(voir p.24) et présentent la capacité d’acquérir les caractéristiques communes à tous les MN 

médullaires (Ericson et al., 1992; Tsuchida et al., 1994; Tanabe et al., 1998). Ces 

caractéristiques génériques incluront la projection d’un axone hors de la moelle épinière et 

l’utilisation de l’acétylcholine comme neurotransmetteur. Ces nouveaux MN vont 

rapidement se diversifier au cours de leur migration en différentes populations qui 

constitueront quatre types de colonnes motrices distinctes: trois colonnes somatiques et 

une colonne viscérale (Figure 14). A e12.5, chaque colonne est définie par sa position dans 

la moelle épinière, par l’expression d’une combinaison de facteurs de transcription et par la 

cible qu’elle innerve (Tsuchida et al., 1994; Jessell, 2000; Price and Briscoe, 2004; Dasen and 

Jessell, 2009). Les MN somatiques qui innervent les muscles du dos sont localisés dans les 

colonnes motrices médianes (MMC) qui s’étendent tout le long de l’axe A/P de la moelle 

épinière.  
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Figure 14: Organisation des colonnes motrices et distribution des protéines HOX dans la moelle 

épinière des tétrapodes. 

Les colonnes motrices sont générées dans des positions spécifiques le long de l’axe A/P de la moelle 

épinière. Les colonnes motrices latérales (LMC) sont générées au niveau brachial ou lombaire, et 

innervent les muscles des membres (Limb). Au niveau thoracique, les colonnes pré-ganglionnaires 

(PGC) innervent la chaîne ganglionnaire sympathique (scg), tandis de les colonnes motrices 

hypaxiales (HMC) innervent les muscles intercostaux ou de la paroi abdominale (body wall 

musculature). Les colonnes motrices médianes (MMC) sont présentes tout le long de l’axe A/P de la 

moelle épinière et innervent les muscles du dos (axial musculature). Les gènes Hox6, Hox9 et Hox10 

sont exprimés dans les régions spécifiques de la moelle épinière selon l’axe A/P et dirigent l’identité 

des MN ainsi que la connectivité à leurs cibles périphériques. Hox6 contrôle l’identité des LMC 

brachiales, Hox9 contrôlent l’identité des HMC et PGC, et Hox10 contrôlent l’identité des LMC 

lombaires. D’après (Murakami and Tanaka, 2011). 
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Les MN qui innervent les muscles intercostaux ou ceux de la paroi abdominale sont présents 

uniquement dans la région thoracique et sont regroupés dans les colonnes motrices 

hypaxiales (HMC), situés latéralement par rapport à la MMC. Les MN viscéraux innervent la 

chaîne sympathique ganglionnaire et se rassemblent dans les colonnes motrices pré-

ganglionnaires (PGC), situées dorsalement par rapport aux MN somatiques et exclusivement 

présentes dans la région thoracique de la moelle épinière. De manière similaire, les MN 

somatiques innervant les membres sont regroupés dans les colonnes motrices latérales 

(LMC), présentes uniquement dans les régions adjacentes aux membres (niveau brachial ou 

lombaire) (Landmesser, 1978).  

Tous les neurones présents dans les LMC projettent initialement leur axone selon une 

trajectoire commune mais, à la base du membre, les axones bifurquent pour innerver la 

partie dorsale (muscles extenseurs) ou ventrale (muscles fléchisseurs) du membre. La 

projection des axones suivant la branche ventrale ou dorsale est en corrélation avec la 

position des corps cellulaires dans la LMC. Les neurones situés latéralement dans la LMC 

(LMCl) envoient leur axone exclusivement dans la région dorsale du membre, tandis que 

ceux situés médialement dans la LMC (LMCm) forment la branche innervant la région 

ventrale des membres. Les neurones exprimant Lhx1 se trouvent dans la LMCl, tandis que 

ceux qui expriment Isl1 sont situés dans la LMCm. Une répression mutuelle entre ces deux 

facteurs de transcription renforce l’identité des divisions de la LMC.  

Les MN qui innervent les membres poursuivent encore leur diversification par la 

ségrégation des neurones  en ‘pools’ de MN (Lin et al., 1998). Les neurones présents dans 

chaque pool dirigent leur axone vers un muscle cible particulier (voir p.45).  

 

La diversification des MN médullaires et la combinaison des facteurs de transcription 

utilisée pour distinguer les différentes colonnes motrices sont résumées dans le tableau 1. 
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Tableau 1: Marqueurs utilisés pour reconnaître les jeunes MN post-mitotiques et les différentes colonnes 

motrices. 

  

 A l’inverse de ce qui se passe dans les couches corticales, le lien entre la naissance, le 

chemin de migration et l’identité cellulaire n’a pas été démontré dans les colonnes motrices 

de la moelle épinière ventrale, à l’exception des divisions de la LMC (Figure 15). Les MN de 

la LMC sont caractérisés par l’expression de l’enzyme Retinaldéhyde Deshydrogenase-2 

(Raldh2) responsable de la synthèse d’AR (Vermot et al., 2005). Les MN qui forment la 

LMCm quittent le cycle cellulaire avant les neurones de la LMCl (Sockanathan and Jessell, 

1998). Par conséquent, les MN de la LMCl doivent migrer à travers ceux de la LMCm pour 

atteindre leur destination latérale finale. Au cours de cette migration, l’AR sécrété par les 

neurones de la LMCm impose, de manière extrinsèque, le caractère latéral dans les 

neurones générés plus tardivement en inhibant l’expression d’Isl1 et en induisant Lhx1 

(Figure 15A) (Ji et al., 2006). Ainsi, la culture d’explants de moelles embryonnaires 

brachiales en présence d’AR augmente le nombre de MN exprimant Lhx1 et dépourvus 

d’Isl1, un phénotype correspondant à la LMCl (Sockanathan and Jessell, 1998). A l’inverse, 

l’inactivation conditionnelle du gène Raldh2 dans les MN de la LMC brachiale résulte en une 

diminution du nombre de neurones de la LMCl (Vermot et al., 2005). 

  e9.5 e10.5 e12.5 Cibles 

Viscéraux PGC 

Isl1 

Foxp1 (faible) 

Sip1 

nNos 

pSMAD1/5/8 

Sip1 

Foxp1 (faible) 

Isl1 

Chaîne sympathique 

ganglionnaire 

MMC 

Isl1 

Isl2 

Hb9 

Lhx3 

Muscles du dos 

HMC 

Isl1 

Isl2 

Hb9 Isl1 

Isl2 

Hb9 

Muscles intercostaux 

ou de la paroi 

abdominale 

Somatiques 

LMC 

Hb9 

Isl1 

Isl2 

Foxp1 (fort) 

Raldh2 

Isl2 

LMCm: Isl1, Hb9 (Faible) 

LMCl: Lhx1, Hb9 (fort)  

Partie dorsale (LMCl) 

ou ventrale (LMCm) 

des membres 



    Introduction 

 - 36 - 

Figure 15 : Spécification de la LMCl et maintenance de la LMC.  

Les neurones de la LMCm (Bleu), exprimant Raldh2, sécrètent de l’AR pour assurer la spécification de 

la LMCl (flèches rouges A,B). Cependant, de l’AR sécrété par le mésoderm paraxial adjacent 

contribue également à l’induction de la LMCl (flèche rouge, B). Lorsque la spécification des deux 

divisions de la LMC est complète, les neurones de la LCMm et de la LMCl synthètisent de l’AR afin 

d’assurer le maintien du nombre de MN présents dans la LMC (flèches vertes, C). D’après Ji et al., 

2006.   

Durant la diversification de la LMC, de l’AR est également sécrété par le mésoderme 

adjacent qui constitue donc une seconde source d’AR importante pour l’induction de la 

LMCl au niveau brachial et lombaire de la moelle épinière (Figure 15B). Lorsque la 

spécification des deux divisions de la LMC est terminée, les neurones de la LMCm et de la 

LMCl synthétisent de l’AR afin d’assurer le maintien et la survie des neurones au sein de la 

LMC (Figure 15C) (Ji et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1.2.2 Contrôle de la migration neuronale 

 Au sein du SNC, on distingue deux modes de migration à partir de la région 

progénitrice : la migration radiaire et la migration tangentielle. La plupart des neurones 

post-mitotiques utilisent le premier mode de migration en suivant la glie radiaire, composée 

de progéniteurs dont le corps cellulaire est situé dans la zone ventriculaire et présente une 

extension liée à la surface piale (externe) du tube neural. Par ce processus, les neurones 

vont peupler le manteau en regard de la zone progénitrice dans laquelle ils ont été générés. 

Plusieurs systèmes non spécifiques interviennent de façon combinatoire et séquentielle 

pour permettre aux neurones de reconnaître et d’adhérer aux cellules gliales le long 

desquelles ils doivent migrer : les molécules d’adhérence cellulaire (cadhérines, 

astrotactin…) et les composantes de la matrice extracellulaire (thrombospondine, 

métalloprotéinases matricielles ou MMP, laminine…) (Rakic, 1990; Hatten, 1999).  

L’étude de souris mutantes a permis de nombreuses avancées dans la compréhension des 

mécanismes contrôlant la migration neuronale le long de la glie radiaire. Notamment, la 
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Figure 16 : Voie de signalisation de la 

Reeline.  

La fixation de la Reeline sur les 

récepteurs Vldlr et Apoer2 entraîne la 

phosphorylation de Dab1 et une 

modification du cytosquelette dans les 

cellules neuronales en migration.  

D’après http://biologie.univ-

mrs.fr/upload/p250/M1 

souris Reeler présente une organisation inversée des couches corticales due à l’inactivation  

du gène Reelin (Phelps, 2010). Ce dernier code pour une grande glycoprotéine, la Reeline, 

qui est sécrétée dans la matrice extracellulaire et qui interagit avec différentes molécules de 

surface, notamment VLDLR (very low density lipoprotein receptor) et ApoER2 

(Apolipoprotein E receptor 2) (Figure 16). L’action de la Reeline est relayée dans les cellules 

par la phosphorylation de Dab1 (Disabled-1) par une kinase de la famille Src (SFK).  Dab-1 

est alors capable d’agir sur le cytosquelette et d’influencer la migration des cellules 

neuronales. Au cours du développement, la Reeline est fortement détectée quand les 

neurones corticaux commencent leur migration hors de la zone ventriculaire. Son absence, 

dans la souris Reeler, empêche les nouveaux neurones corticaux de passer à travers leurs 

prédécesseurs.  
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Figure 17: Migration des MN viscéraux dans des souris contrôles (A) ou Reeler (B).  

Initialement, les MN viscéraux (SPN) ou somatiques (SMN) migrent ensemble hors de 

la zone ventriculaire (VZ, flèche 1). Les MN viscéraux suivent une migration non-

radiaire vers la corne intermédiolatérale (flèche 2) et, finalement, quelques-uns 

retournent vers le canal central en suivant la glie radiaire (flèche 3). Les cellules 

sécrétant la Reeline (en rouge) maintiennent la plupart des MN viscéraux 

latéralement mais, dans les mutants Reeler, la majorité des MN viscéraux ne 

s’arrêtent pas et continuent leur migration vers le canal central. IZ, zone 

intermédiaire ; MZ, zone du manteau. D’après Phelps, 2010.  

 

Dans la moelle épinière ventrale, la Reeline est produite par les interneurones V1 et V2 qui 

entourent le domaine des MN post-mitotiques (Carroll et al., 2001; Yip et al., 2004). Au 

niveau thoracique, les MN viscéraux et somatiques migrent ensemble hors de la zone 

ventriculaire (Figure 17). Les MN somatiques restent positionnés ventralement, tandis que 

les neurones viscéraux vont se déplacer dorsalement. Finalement, quelques neurones de la 

PGC vont migrer médialement le long de la glie radiaire vers le canal central. Dans les 

mutants Reeler, la plupart des neurones de la PGC ne s’arrêtent pas dans leur migration et 

continuent vers le canal central (Phelps et al., 2002). La Reeline et les composantes de sa 

voie de signalisation agissent donc sur les neurones viscéraux dans la moelle épinière 

ventrale afin d’arrêter leur migration (Yip et al., 2007; Yip et al., 2011). Des études 

biochimiques démontrent notamment que, après phosphorylation, Dab1 stabilise le 

cytosquelette des cellules en agissant sur la n-cofilin afin de réduire le mouvement de 

migration des MN viscéraux (Kruger et al., 2010).   
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Figure 18 : Contrôle de la migration des MN au 

sein de la LMC. 

Foxp1, Isl1 et Lhx1 contrôlent l’expression de 

Dab1 dans les neurones de la LMC et, par 

conséquent, coordonnent identité et 

localisation cellulaire. D’après Palmesino et al., 

2010. 

De la même manière,  la position des cellules dans la LMC est dépendante de la voie de 

signalisation de la Reeline (Figure 18) (Palmesino et al., 2010). La présence de Lhx1 dans la 

LMCl induit une expression plus forte de Dab1 dans ces cellules, comparée à celle des 

neurones de la LMCm. Par conséquent, Dab1 est exprimé à différentes concentrations dans 

les deux divisions de la LMC. La forte concentration de Dab1 est nécessaire pour positionner 

latéralement les MN de la LMCl par rapport à ceux de la LMCm. Ainsi, les facteurs de 

transcription présents dans la LMC déterminent l’identité des deux divisions (voir p.32) mais 

également la position relative des MN qui les composent.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 La migration radiaire n’est pas le seul mécanisme utilisé par les neurones pour 

envahir le système nerveux. Un nombre considérable de cellules, notamment les 

interneurones, migrent indépendamment de la glie radiaire, ce qui permet une migration 

dans des compartiments neuronaux adjacents, le long de l’axe A/P ou D/V du tube neural 

(Rakic, 1990). Cette migration tangentielle peut se produire sur de longues distances, 

permettant ainsi la redistribution de différents sous-types neuronaux. Ce processus 

migratoire est orienté par des signaux présents dans l’environnement dans lequel les 

cellules progressent. En effet, l’environnement contient de nombreux indices positionnels 

permettant de les guider : des cibles intermédiaires expriment des signaux moléculaires leur 
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Figure 19 : Famille de 

molécules de guidance 

conservées (A) et leurs 

récepteurs (B). 

D’après Dickson, 2002.  

 

permettant ainsi de parcourir une succession de petits trajets jusqu’à leur position finale 

(Tessier-Lavigne and Goodman, 1996; Marin et al., 2010). Deux mécanismes contrôlant la 

migration cellulaire ont été identifiés : l’attraction et/ou la répulsion par contact et la 

chimio-attraction et/ou répulsion par des molécules diffusibles. Les chercheurs ont identifié 

les Ephrines, les Sémaphorines, les Nétrines, les protéines Slits comme signaux importants 

pour la migration cellulaire (Figure 19) (Rakic, 1990; Mueller, 1999; Dickson, 2002). La 

combinaison de ces molécules présentes dans l’environnement extracellulaire permet 

d’orienter des flux de migration importants dans le SNC. Notamment, il a été démontré que 

l’expression dans le striatum de Sema3A et de Sema3E agissent sélectivement sur la 

migration des interneurones corticaux et striataux. En effet, contrairement aux 

interneurones striataux, les interneurones corticaux expriment  deux récepteurs aux 

sémaphorines (Neuropiline 1 et 2) qui vont agir de manière répulsive et maintenir ces 

neurones hors du striatum (Marin and Rubenstein, 2001).  Une activité en Neurégulin 1 

contribue à les attirer vers le cortex cérébral (Flames et al., 2004). Ces molécules 

chimiotropiques participent également au guidage axonal (voir p.39). 
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Figure 20: Modèle montrant un cône de croissance se dirigeant vers un signal attractif.  

D’après Dickson, 2002.   

 

1.3. Le guidage axonal  

 La constitution d’un réseau complexe de connexions neuronales est une des étapes 

cruciales au cours du développement du SNC. Le cône de croissance, situé à l’extrémité des 

axones et des dendrites, est composé de feuillets membranaires aplatis (les lamellipodes) 

desquels partent de fines expansions appelées filopodes (Figure 20). Suite à une 

polymérisation de l’actine, ces filopodes s’étirent et se rétractent constamment pour 

explorer l’environnement afin de diriger la croissance de l’axone (Tessier-Lavigne and 

Goodman, 1996; Mueller, 1999).  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 L’activité du cône de croissance est influencée par les contacts établis par les 

filopodes avec d’autres cellules et avec la matrice extracellulaire (Polleux et al., 2007). En 

général, le déplacement a lieu dans la direction où les contacts sont les plus solides. De plus, 

des substances diffusibles se lient aux récepteurs sur la surface du cône et influencent ainsi 

le sens de migration de l’axone. Notamment, des études génétiques et biochimiques ont 

permis d'impliquer les nétrines, les protéines slits, les sémaphorines et les éphrines, ainsi 

que leurs récepteurs dans le guidage axonal (voir p38, Figure 19) (Brose et al., 1999; 

Mueller, 1999; Patel et al., 2001; Dickson, 2002; Kullander et al., 2003; Long et al., 2004; 

Mambetisaeva et al., 2005; Gallarda et al., 2008). Certaines de ces molécules favorisent 

l’extension du cône, d’autres l’inhibent en provoquant son arrêt. En outre, les cônes de 

croissance offrent des réponses remarquablement variées et modulables en présence de 
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ces molécules sécrétées, expliquant la grande diversité de leurs réactions face à un même 

stimulus. 

 Au cours du développement, les projections axonales des MN médullaires 

s’étendent sur des distances considérables afin d’atteindre leurs cibles situées en dehors du 

SNC. Cependant, leurs axones suivent des trajectoires stéréotypées et, très vite, une 

relation émerge entre la position des corps cellulaires dans la moelle épinière et la 

localisation des cibles dans la périphérie. Pour toutes ces raisons, la mise en place de 

l’innervation motrice a été décortiquée au cours de ces dernières années et constitue 

l’exemple le mieux compris du guidage axonal (Figure 21) (Bonanomi and Pfaff, 2010). 

Chaque colonne motrice est caractérisée par l’expression d’une combinaison spécifique de 

facteurs de transcription. Ceux-ci sont responsables de la position des corps cellulaires dans 

la moelle épinière ventrale (voir p.37) mais également du choix de la cible innervée. Tous les 

axones des MN médullaires projettent hors de la moelle épinère et forment la racine 

ventrale. Très rapidement après leur sortie, les axones rencontrent un point de bifurcation 

où les projections de la MMC bifurquent dorsalement vers les muscles axiaux tandis que les 

axones de la PGC tournent ventralement pour atteindre la chaîne sympathique ventrale. 

Des études par greffes tissulaires chez l’embryon de poulet ont démontré qu’un signal 

attractif guide les axones de la MMC dorsalement. Cette activité chimiotrope à longue 

distance est attribuée au FGF qui est produit par le dermomyotome et qui agit via les 

récepteurs FgfR1 exprimés à la surface des cellules de la MMC, sous le contrôle de Lhx3 qui 

y est détecté (Sharma et al., 2000). Les axones de la HMC et de la LMC ignorent ce point de 

décision et continuent leur progression vers les membres ou vers les muscles intercostaux 

et ceux de la paroi abdominale.  
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Figure 21: Innervation motrice par les MN médullaires.  

Les MN sont rassemblés en colonnes motrices longitudinales le long des axes A/P et D/V de la 

moelle épinière. Les axones de la MMC, présents à tous les niveaux AP, projettent vers les muscles 

axiaux (dm, dermomyotome). Occupant des positions plus latérales dans les régions thoraciques, les 

neurones de la HMC innervent les muscles intercostaux et de la paroi abdominale (BW, body wall) 

et ceux de la PGC projettent vers la chaîne ganglionnaire sympathique (sg, sympathetic ganglia). Les 

neurones de la LMC, présents uniquement dans la région des membres, se divisent en LMCm et 

LMCl qui innervent respectivement la partie ventrale (vlb) ou dorsale (dlb) des membres. Les 

facteurs de transcription exprimés dans les colonnes motrices imposent l’identité cellulaire et 

participent aux mécanismes contrôlant l’innervation. D’après Bonanomi and Pfaff, 2010.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A la base du bourgeon du membre, les axones de la LMC se séparent et choisissent une 

trajectoire dorsale vers les muscles extenseurs ou une trajectoire ventrale vers les muscles 

fléchisseurs. Ce choix D/V est effectué avec une grande précision : les MN de la LMCm 

innervent la partie ventrale du membre, tandis que ceux de la LMCl innervent la partie 

dorsale (Figure 22). La présence d’EphA4 dans les axones de la LMCl est un déterminant 

majeur pour le choix d’une trajectoire dorsale. Des études de surexpression ou de perte de 

fonction chez la souris indiquent qu’EphA4 repousse les axones de la LMCl hors du domaine 

ventral en interagissant avec son ligand ephrine-A dont l’expression est restreinte à la partie 

ventrale du mésenchyme (Helmbacher et al., 2000; Kania and Jessell, 2003). De manière 

complémentaire, la migration des axones de la LMCm dans la partie ventrale du membre 

est régulée par des récepteurs EphB1 qui répondent de manière répulsive à la présence 

d’ephrine-B dans le mésenchyme dorsal (Luria et al., 2008).  
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Figure 22: Guidage axonal au niveau des membres. 

(Gauche) Les axones de la LMCm (Isl1-positifs, mauve) expriment Npn-2 et EphB1 et sont repoussés 

hors du mésenchyme dorsal par Sema3F et EphrinB et choisissent une trajectoire ventrale. (Droite) 

Une combinaison de signaux attractifs et répulsifs oriente les axones de la LMCl (Lhx1-positifs, vert) 

vers les muscles dorsaux des membres. Ephrin-A situé dans le mésenchyme ventrale repousse les 

axons via EphA4, tandis que les EphA situé dans le membre dorsal pourraient émettre un signal 

attractif via les ephrines axonales. GDNF situé à la base du membre contrôle la trajectoire dorsale 

des axones de la LMCl exprimant c-RET. D’après Bonanomi and Pfaff, 2010.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’expression d’EphB1 et d’EphA4 est déterminée par les facteurs de transcription présents 

dans les divisions de la LMC: l’expression de Lhx1 induit un niveau élevé de EphA4 dans les 

neurones de la LMCl, tandis que l’expression d’Isl1 réduit le niveau d’EphA4 et induit EphB1 

dans ceux de la LMCm (Kania et al., 2000; Kania and Jessell, 2003; Luria et al., 2008). Les 

facteurs de transcription exprimés dans les divisions de la LMC coordonnent donc l’identité 

des cellules, la position des corps cellulaires au sein de la LMC et le guidage axonal (Figure 

23).  
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Figure 23 : Une hiérarchie de 

facteurs de transcription contrôle 

les caractéristiques des MN de la 

LMC. D’après Palmesino et al., 

2010.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’autres molécules de guidance axonal agissent en parallèle ou en synergie avec la 

signalisation ephrine:Eph afin d’augmenter la fidélité des projections vers les membres. 

Notamment, le récepteur Npn-2 est exprimé dans les projections de la LMCm et, suite à des 

interactions répulsives avec Sema3F présent dans le mésenchyme dorsal, dirige les axones 

ventralement (Figure 22). De plus, une perturbation dans la voie de signalisation 

Npn1:Sema3A modifie différents aspects de l’innervation des membres : le moment 

d’invasion des axones dans les membres, la bifurcation des projections axones des deux 

divisions de la LMC et la fasciculation des axones dans le muscle (Huber et al., 2005; Haupt 

et al., 2010). Finalement, des facteurs de croissance exprimés dans les membres influencent 

également la navigation axonale. Par exemple, certains axones de la LMCl expriment c-RET, 

le récepteur à GDNF (glial-cell derived neurotrophic factor). GDNF est exprimé à la base des 

membres et est nécessaire pour la croissance axonale dans la partie dorsale (Figure 22). 

Dans les souris mutantes pour GDNF et c-RET, les axones des MN de la LMCl sont redirigés 

anormalement vers la partie ventrale des membres, un phénotype similaire à ce qui est 

observé chez le mutant EphA4 (Helmbacher et al., 2000; Kramer et al., 2006).  

  

 Une fois dans le membre, les cônes de croissance semblent répondre à des indices 

spécifiques présents dans l’environnement et innervent un muscle spécifique. Les 

mécanismes contrôlant le choix de l’innervation d’un muscle particulier sont encore peu 

connus. Cependant, les corps cellulaires des MN innervant un muscle particulier sont 

regroupés dans la moelle épinière ventrale et forment un ‘pool’ de MN dont l’identité et la 

connectivité sont contrôlées par l’expression d’une combinaison de gènes Hox (Figure 24) 
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Figure 24 : Un réseau génétique impliquant les protéines Hox contrôle l’identité des 

pools de MN et leur connectivité. 

(A) Les gènes Hox déterminent la position A/P des pools de MN au sein de la LMC. Au 

niveau brachial de la moelle épinière, des répressions mutuelles entre les protéines Hox5 

et Hoxc8 établissent la limite entre les pools de MN. Les protéines Hox5 sont nécessaires 

pour générer les pools qui expriment les facteurs de transcription Runx1 dans la LMC 

antérieure. Hoxc8 est nécessaire dans la LMC caudale pour générer les pools de MN 

exprimant Scip et Pea3. 

(B) Spécification de l’identité des pools de MN. Les pools de MN projetant vers le muscle 

Pectoralis (Pec) et le flexor carpi ulnari (FCU) peuvent être distingués par l’expression des 

facteurs de transcription Pea3 et de Scip. Chaque pool de MN exprime une combinaison 

unique de gènes Hox. Le patron d’expression des gènes Hox dans les MN qui innervent le 

Pec et le FCU est établi par un réseau transcriptionnel résultant de répressions mutuelles 

entre les protéines Hox.  

(C) Modèle de réseau génique impliquant les protéines Hox dans la spécification des pools 

de MN. Sous l’influence de ces réseaux, les MN se regroupent finalement en pools de MN. 

D’après Dasen and Jessell, 2009. 

 

(Dasen et al., 2005; Song and Pfaff, 2005; Dasen and Jessell, 2009). Les gènes Nkx6 sont 

exprimés dans certains pools de MN selon un patron d’expression contrôlé par les protéines 

Hox. Dans les mutants Nkx6.1, les axones de ces pools sont incapables d’innerver leur 

muscle cible mais envahissent d’autres muscles (De Marco Garcia and Jessell, 2008). Une 

autre cible des protéines Hox sont les gènes ETS (Pea3, Scip et Er81) qui assurent, d’une 

part, la ségrégation et le regroupement des pools de MN dans la moelle épinière en 

contrôlant l’expression de protéines de surface (les Cadhérine de type II) et, d’autre part, 

l’arborisation terminale des projections axonales au contact des muscles cibles (Livet et al., 

2002; Price et al., 2002).  
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Bien que les protéines Hox contrôlent de nombreux aspects de la ségrégation des pools de 

MN, l’expression de certains facteurs de transcription à l’intérieur de ces pools nécessite 

également la présence de signaux extrinsèques. Notamment, dans des explants de moelle 

épinière traités avec du GDNF, l’expression des gènes ETS (Pea3, Er81) est induite (Haase et 

al., 2002). Les récepteurs Met à l’HGF (Hepatocyte growth factor) pourraient  également 

être impliqués dans l’induction de ces gènes ETS (Helmbacher et al., 2003). Une hypothèse 

est que les protéines Hox induiraient l’expression de récepteurs neurotrophiques 

nécessaires à l’activation des gènes ETS dans les pools de MN.  
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1.4. Formation des synapses, mortalité cellulaire et affinage 

 La formation d’une synapse entre le cône de croissance et sa cible est essentielle à la 

transmission du signal nerveux. C’est à la jonction neuromusculaire que le mécanisme de 

formation des synapses est le mieux décrit. Brièvement, le cône de croissance des MN 

sécrète de l’agrine à l’endroit précis où il rentre en contact avec le muscle cible. Cette 

protéine se lie sur le complexe multi-protéique à tyrosine-kinase MusK (muscle specific 

kinase). Cette liaison induit le regroupement des récepteurs à l’acétylcholine sur la 

membrane post-synaptique du muscle cible. Parallèlement, des facteurs sécrétés par le 

muscle vont stimuler l’entrée de calcium dans le cône de croissance. Le calcium va modifier 

le cytosquelette pour donner sa forme aplatie au bouton synaptique et favoriser la 

libération des neurotransmetteurs. L’intégration de l’activité d’un ensemble de facteurs 

(Agrine, Neuréguline, TGB-β…) va  finalement stabiliser, ou pas, la jonction 

neuromusculaire. 

 

 La survie d’un MN dépend de l’établissement d’une synapse fonctionnelle avec une 

cellule musculaire. Ainsi, environ 200 000 MN sont produits dans la région lombaire chez le 

poulet afin d’innerver les membres postérieurs, mais plus de la moitié d’entre eux meurent 

après leur différenciation. Les neurones sont donc programmés à mourir via l’activation de 

la voie apoptotique, sauf s’ils reçoivent des signaux de survie spécifiques. Le NGF (nerve 

growth factor) a été le premier facteur important pour la survie des MN à être identifié. Il 

fait partie de la famille des neurotrophines qui comprend également le BDNF, les 

neutrophine-3, -4 et -5 (NT-3/5) et le HGF. Les récepteurs des neurotrophines sont des 

récepteurs à tyrosine-kinases (TrkA-C). Une production suffisante de NGF par le muscle 

permettrait notamment la survie de nombreux neurones quand il n’y a pas d’activité 

électrique. Après la mise en place des jonctions neuromusculaires, le NGF n’est plus 

nécessaire pour la croissance axonale et sa libération au niveau de la synapse est réduite. 

Les neurones qui ont déjà établi leurs connexions avec une fibre musculaire survivent, les 

autres non. La formation d’une synapse avec le muscle cible est donc déterminante pour la 

survie des MN. Un type de neurones nécessite des neurotrophines particulières pour 

assurer sa survie, et la nécessité de certaines neurotrophines peut changer au cours du 

développement. De plus, une neurotrophine particulière peut agir sur une variété de types 

cellulaire neuronaux (Novak et al., 2000). Par exemple, le GDNF assure la survie des 
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Figure 25 : Ajustement de 

l’innervation d’un muscle par 

l’activité nerveuse.  

Au début, plusieurs neurones 

moteurs innervent la même fibre 

musculaire. L’élimination de synapses 

signifie que chaque fibre sera ensuite 

innervée par un seul neurone. 

D’après Goodman and Shatz, 1993.  

 

neurones moteurs faciaux et est également nécessaire dans le bourgeon des membres en 

développement pour la survie des MN de la LMC (Oppenheim et al., 2000). 

 

 Même après la mise en place des connexions neuromusculaires, certains MN sont 

encore éliminés. En effet, au premier stade du développement, une fibre musculaire peut 

être innervée par des terminaisons nerveuses issues de différents neurones (Figure 25). 

Avec le temps, la plupart de ces connexions sont éliminées jusqu’à ce que chaque fibre soit 

innervée par les terminaisons d’un seul MN. L’affinage de l’innervation du système nerveux 

dépend des interactions de l’organisme avec son environnement et par conséquent, de 

l’activité neuronale. Ainsi, la stimulation de l’activité électrique dans une cellule cible 

renforce les synapses actives et supprime celles qui ne sont pas actives au cours du temps. 

Cette élimination et maturation des jonctions neuromusculaires perdurent jusqu’à trois 

semaines après la naissance chez le rat. Un mécanisme possible de cet ajustement des 

connexions fait également intervenir la libération locale de neurotrophines. Un certain 

niveau d’activation, ou l’activation simultanée de deux neurones, peuvent provoquer la 

libération de neurotrophines par les cellules-cibles, et seuls les axones récemment excités 

sont capables d’y répondre.  
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Tableau 2: Mise en place de la diversité neuronale: résumé 

  Mécanismes Exemples 

Polarité A/P du tube 

neural 

- Gradient de 

morphogènes 

- Expression d’une 

combinaison de gènes 

Hox 

Formation des 

rhombomères 

dans le 

rhombencéphale 

Polarité D/V du tube 

neural 

- Gradient Shh sécrété 

par la notochorde = 

signal ventral 

 

- Voie de signalisation 

TGF-β et Wnt = signal 

dorsal 

 

Formation des 

domaines 

progéniteurs 

dans la moelle 

épinière 

ventrale 

Sortie du cycle 

cellulaire et 

différenciation 

neuronale 

Produits des gènes pro-

neuraux (Mash, Ngn, 

Olig…) 

 

 

Spécification du type 

de neurones produits 

Produits des gènes pro-

neuraux en combinaison 

avec les facteurs de 

transcription présents 

dans le domaine 

progéniteur 

Spécification et 

consolidation 

des MN 

médullaires 

Polarité et 

Neurogenèse 

Transition 

neurogenèse – 

gliogenèse 

Combinaisons des gènes 

pro-neuraux, voie 

Notch… 

Génération de 

cellules gliales 

dans le pMN 

Diversification 

Facteurs de 

transcription, expression 

d’une combinaison de 

gènes Hox… 

Formation des 

colonnes 

motrices dans la 

moelle épinière 
Diversification 

neuronale et 

migration 

Migration 
- Glie Radiaire 

- Migration tangentielle 

Reelin, 

molécules 

chimiotropes 

 

Guidage axonal Cône de croissance 
Guidage axonal par des 

molécules chimiotropes 

Innervation des 

muscles par les 

MN 

Cône de croissance  
Jonction 

neuromusculaire 

Formation des 

synapses 
Mortalité cellulaire 

- formation d’une 

synapse assurant la 

survie des neurones 

- Activité électrique 

NGF, HGF, 

BDNF… 
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Figure 26 : Expression d’Oc2 dans l’embryon.  

Marquage LacZ sur embryon entier Oc2+/- à e12,5. Réalisé par Jacquemin, P.   

 

1.5. Les facteurs de transcription Onecut  

 Les facteurs de transcription sont impliqués dans des réseaux géniques complexes et 

dans des voies de signalisation qui assurent la diversification cellulaire au cours du 

développement. La famille des activateurs transcriptionnels Onecut (OC) est fortement 

exprimée durant l’embryogenèse du foie, du pancréas et du SNC (Figure 26). Leur fonction 

est étudiée depuis une dizaine d’années afin de mieux comprendre leur impact dans la 

diversification cellulaire. Les membres de cette famille sont au nombre de trois chez les 

mammifères: Hepatocyte nuclear factor 6 (HNF-6 ou OC-1), OC-2 et OC-3 (Lemaigre et al., 

1996; Jacquemin et al., 1999; Vanhorenbeeck et al., 2002; Jacquemin et al., 2003b). 

D’autres espèces tels que l’oursin, la drosophile, l’ascidie, le poisson-zèbre et le Xénope 

possèdent également un gène codant pour un facteur OC (Nguyen et al., 2000; Sasakura 

and Makabe, 2001; Hong et al., 2002; Matthews et al., 2004; Poustka et al., 2004; Haworth 

and Latinkic, 2009; D'Aniello et al., 2011). 
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Figure 27 : Représentation schématique des séquences conservées et de l’homologie de 

séquence des facteurs OC. 

Les régions ou les résidus conservés qui stimulent l’activité transcriptionnelle sont 

représentés en vert, ceux qui inhibent en rouge et ceux dont le rôle est encore inconnu en 

jaune. Le pourcentage d’identité entre les régions ou les protéines est également indiqué.   

 

 1.5.1 Structure des facteurs OC 

 La séquence des facteurs OC est caractérisée par plusieurs régions conservées d’une 

espèce à l’autre (Figure 27). Les protéines OC sont notamment caractérisées par la présence 

de deux domaines de liaison à l‘ADN : un seul domaine CUT et un homéodomaine. L’unique 

domaine CUT consiste en une séquence bien conservée de 66 à 88 acides aminés (Iyaguchi 

et al., 2007). Il est composé de cinq hélices α (hélices 1-3 et 5-6) et d’une petite hélice 310 

(hélice 4). L’hélice 3, appelée ‘hélice de reconnaissance’, rentre en contact avec l’ADN et est 

cruciale pour la liaison à des séquences d’ADN spécifiques. Le domaine CUT des protéines 

OC contient également un motif LXXLL bien conservé, impliqué dans les interactions avec 

les co-facteurs. L’homéodomaine est composé de 60 acides aminés et est organisé en trois 

hélices α (hélices 7-9). Le domaine homéo des facteurs OC se distingue des homéodomaines 

classiques par la présence, dans l’hélice de reconnaissance, d’une phénylalanine en position 

48 et d’une méthionine en position 50 (dyade F48M50). D’autres régions sont également 

conservées dans les protéines OC : une région  carboxy-terminale de 19 résidus enrichie en 

sérine (polySer), une séquence polyhistidine (polyHis) en amont du domaine Cut et enfin 

une boîte STP (séquence riche en sérine, thréonine et proline) de 24 résidus localisée juste 

en amont de la séquence polyhistidine. Le patron d’expression chevauchant des gènes Oc et 

la conservation des différents domaines dans les protéines OC suggèrent que ces facteurs 

de transcription exercent des fonctions similaires et/ou redondantes.  
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 I.5.2. Activité transcriptionnelle des facteurs OC 

 Des études de co-transfection in vitro avec un plasmide d’expression codant pour les 

facteurs OC et un gène rapporteur à la luciférase indiquent que les facteurs OC sont des 

activateurs transcriptionnels (Lemaigre et al., 1996; Samadani and Costa, 1996). Par 

mutagenèse dirigée, le rôle des régions conservées a pu être déterminé. Le domaine CUT et 

l’homéodomaine sont responsables de la fixation de l’ADN. Le domaine CUT est essentiel 

pour la fixation sur des séquences spécifiques, tandis que la participation de 

l’homéodomaine dans la liaison à l’ADN n’est pas requise pour toutes les cibles (voir p.52). 

Le motif LSDLL du domaine CUT participe à l’interaction avec les co-facteurs. La boite STP, la 

séquence LSDLL et la dyade F48M50 de l’homéodomaine stimulent l’activité 

transcriptionnelle des protéines OC. A l’inverse, les régions polySer et polyHis inhibent 

l’expression des cibles (Lannoy et al., 2000). La comparaison des sites de fixation de HNF-6 

sur ses différentes cibles a permis d’établir une séquence consensus de liaison à l’ADN  qui 

s’est révélée par la suite commune à tous les facteurs OC (Tableau 3).  

 

Tableau 3: Séquences de reconnaissance des facteurs OC sur des gènes cibles.  

Les séquences de reconnaissance sur sept gènes cibles (Hnf3b, ttr, Hnf4, glucokinase, Mitf, pdx1, pdx1 muté) 

sont représentées dans la deuxième colonne. Les + et les - représentent l'affinité de chaque facteur OC pour les 

séquences de reconnaissance. D’après (Vanhorenbeeck et al., 2002) 

 

  

 

Gènes cibles 
Séquences de 

reconnaissance 
HNF-6 OC-2 OC-3 

Hnf3β AAATCAATAT +++ ++ +++ 

Transthyretin (ttr) AAGTCAATAA +++ + + 

Hnf-4 AAGTCAATGA + _ ++ 

Glucokinase (gk) TGATCAATCG +++ ++ + 

mitf AAATCAACAT +++ ++ + 

Pdx1 (distal site) TAATCAATAA ++ ++ + 

Pdx1 mutated TAACAAATAA _ _ _ 

Consensus 
(A/T/G)-(A/T)-(A/G)-T-C-

(A/C)-A-T-N-(A/T/G) 
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Figure 28 : Contrôle de 
l’expression des gènes ttr et 
Hnf3β par HNF-6. 
Seul le domaine CUT est 
requis pour la liaison de 
HNF-6 sur Hnf3β et 
l’interaction de l’homéo avec 
le co-facteur CBP, tandis que 
les domaines CUT et homéo 
sont nécessaires pour la 
liaison du promoteur de ttr et 
l’interaction avec le co-
activateur p300/CAF. 

 Les gènes ttr et Hn-3β sont des exemples représentatifs de la manière dont les 

protéines OC contrôlent leur cible (Figure 28) (Lannoy et al., 1998; Iyaguchi et al., 2007). 

Malgré des séquences de reconnaissance très similaires, HNF-6 se lie à ces promoteurs de 

deux manières différentes : les domaines CUT et l’homéodomaine sont nécessaires pour la 

liaison à l’ADN sur le promoteur de ttr, tandis que seul le domaine CUT est requis pour 

qu’HNF-6 se lie au promoteur de Hnf3β. Ces liaisons différentes sur les séquences cibles 

entraînent une modification dans la conformation du domaine CUT et un changement dans 

l’accessibilité de son motif LSDLL. En fonction de la cible et de la participation de 

l’homéodomaine à la liaison de l’ADN, HNF-6 est ainsi capable d’interagir avec différents co-

activateurs: p300/CBP-associated factor (CAF) pour l’activation transciptionnelle du 

promoteur de ttr et CREB-binding protein (CBP) pour l’induction de Hnf3β.  Un autre co-

facteur des protéines OC a également été identifié, il s’agit de PGC-1(Beaudry et al., 2006). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 1.5.3. Expression et rôles des facteurs OC au cours du développement 

 Au cours du développement, les protéines OC sont détectées dans l’endoderme et 

les dérivés de l’endoderme, notamment le foie et le pancréas (Figure 26) (Landry et al., 

1997). L’expression d’Hnf6 et d’Oc2 dans ces deux organes est régulée par des micro-ARNs 

appelés miR-122, miR-495 et miR-218 (Simion et al., 2010; Laudadio et al., 2011). Dans le 

foie et le pancréas, les protéines OC contrôlent de manière redondante différents aspects 

de la différenciation cellulaire et de la morphogenèse (Pierreux et al., 2004; Wang and 

Holterman, 2012). Durant le développement du foie, HNF-6 contrôle la différenciation et la 

morphogenèse du tractus biliaire en stimulant l’expression du gène Hnf1β et en 

interagissant avec la voie Notch (Clotman et al., 2002; Clotman et al., 2003; Vanderpool et 
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al., 2011). Chez les souris knock-out pour Hnf6, la vésicule biliaire est absente et le 

développement des canaux biliaires est anormal. HNF-6 et OC-2 sont également impliqués 

dans la migration des hépatoblastes. En effet, les protéines OC stimulent de manière 

redondante la dégradation de la lame basale entourant le bourgeon hépatique afin de 

permettre la migration des hépatoblastes. Des études d’expression montrent que HNF-6 et 

OC-2 sont impliqués dans un réseau génique comprenant l’E-cadherine, la 

thrombospondine-4 et l’osteopontin qui, en contrôlant la migration des hépatoblastes et 

l’adhérence cellulaire,  régulent l’expansion du bourgeon hépatique (Margagliotti et al., 

2007). HNF-6 et OC-2 sont également nécessaires pour la différenciation adéquate des 

hépatoblastes en hépatocytes et en cellules biliaires (cholangiocytes): un gradient 

activine/TGFβ, modulé par les facteurs OC, est nécessaire pour séparer les lignées biliaires 

et hépathocytaires (Clotman et al., 2005). Enfin, HNF-6 est également impliqué dans le 

métabolisme du glucose dans le foie en stimulant l’expression de la 6-phosphofructo-2-

kinase, de la glucokinase et de la glucose-6-phosphatase (Lannoy et al., 2002). Les souris 

Hnf6
-/- 

sont d’ailleurs diabétiques.  

Dans le pancréas, les protéines OC régulent le début de la spécification du pancréas à partir 

de l’endoderme via le contrôle de Pdx1 (Jacquemin et al., 2003a). En contrôlant l’expression 

de Hnf1β, HNF-6 est également impliqué dans la morphogenèse des canaux pancréatiques. 

Son absence provoque l’apparition de kystes résultant d’un développement anormal des cils 

primaires au pôle apical des cellules canalaires (Pierreux et al., 2006). Les protéines OC 

interviennent dans la différenciation des cellules endocrines (îlots de Langerhans) en 

activant l’expression de Ngn3, un facteur de transcription essentiel pour la détermination 

des précurseurs des cellules endocrines (Jacquemin et al., 2000).  Dans les souris Hnf6
-/-

, la 

taille du pancréas est réduite, le pancréas exocrine est normal mais la différenciation des 

cellules endocrines est perturbée suite à la perte totale d’expression de Ngn3. A la 

naissance, peu de cellules endocrines sont présentes et aucun Ilots de Langerhans n’est 

formé. Plus tard, le nombre de cellules endocrines augmente mais l’architecture des îlots 

est anormale. 

Finalement, OC-2 stimule l’expression d’un gène, essentiel pour la différenciation des 

mélanocytes, appelé Microphthalmia-associated transcription factor (Mitf) (Jacquemin et 

al., 2001). A l’heure actuelle, aucun rôle n'a pu être attribué à OC-3 (Vanhorenbeeck et al., 

2007). 
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 Les facteurs OC sont également présents durant le développement du système 

nerveux. Le patron d’expression de chaque facteur OC est généralement partiellement 

superposé à celui des autres. Dans l’encéphale, toutes les populations où les gènes Oc sont 

exprimés n’ont pas encore été identifiées. Cependant, les protéines OC sont produites dans 

un noyau dopaminergique (noyau A13) qui est situé entre le thalamus et l’hypothalamus et 

qui est impliqué dans l’attention et dans les transitions veille-sommeil. Les protéines OC 

sont également détectées dans les toutes premières étapes du développement du principal 

centre noradrénergique de l’encéphale,  le Locus Coeruleus, situé dans le pont et 

participant à l’alternance veille-sommeil et aux troubles de panique (peur et anxiété). Ils 

sont également exprimés dans le seul noyau sensoriel présent au sein du SNC, le noyau 

mésencéphalique du ganglion trijumeau, responsable du traitement des informations 

proprioceptives de la mâchoire inférieure. Des analyses sur des embryons doubles knock-

out Hnf6/Oc2 démontrent que les facteurs OC sont impliqués dans la migration et la 

maintenance de ces différents noyaux du SNC (Espana and Clotman, 2011).  De plus, la 

protéine OC-2 est détectée dans les neurones du ganglion trijumeau et, en réponse à la voie 

de signalisation BMP, contrôle les projections de ces neurones vers les centres 

somatosensoriels du SNC (Hodge et al., 2007). Les protéines OC sont également présentes 

durant le développement des cellules photoréceptrices de la rétine (Wu et al., 2011).  

Durant le développement de la moelle épinière, les gènes Oc sont exprimés dans les 

ganglions rachidiens, les interneurones et les MN. Dans ces derniers, les protéines OC sont 

initialement détectées vers e9,5, lorsque les progéniteurs de MN (Olig2-positifs) sortent du 

cycle cellulaire et commencent à produire les premiers marqueurs de MN, Isl1 et Hb9 

(Figure S1) (Francius and Clotman, 2010). HNF-6 est le premier facteur OC détecté dans des 

cellules faiblement Olig2-positives et β3-tubuline-positives, indiquant qu’il s’agit de MN 

post-mitotiques en voie de différenciation. L’expression d’Oc2 commence quelques heures 

plus tard dans des MN dépourvus d’Olig2, suivie de près par celle d’Oc3. L’initiation de 

l’expression des gènes Oc dans le tube neural ventral se fait donc selon une séquence 

temporelle HNF-6>OC-2>OC-3, comme observé dans l’endoderme, le foie et le pancréas. A 

ce stade, HNF-6 est exprimé dans plus de 90% des nouveaux MN post-mitotiques (Figure 

29A). Au contraire, les protéines OC-2 et OC-3 sont détectées dans une minorité de MN 

(environ 25%, Figure 29B) et leur patron d’expression est recouvert par celui de Hnf6. 
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Figure 29 : Expression des Oc dans les MN. 

(A-E) Expression de Hnf6 dans les jeunes MN post-mitotiques. 

(B) Evolution au cours du développement du pourcentage de MN Isl1-positifs exprimant les facteurs 

OC.  

(C-F) Schéma représentant un tube neural avec les différentes colonnes motrices. Pourcentages de 

cellules exprimant Hnf6 dans chaque population.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entre e10,5 et e14,5, l’expression des Oc diminue globalement dans les MN, indiquant que 

l’expression des Oc est transitoire (Figure 29B). HNF-6 n’est ainsi détecté que dans 15% des 

MN à 14,5. Cependant, l’expression des protéines OC est dynamique dans les différentes 

colonnes motrices. Par exemple, le nombre de cellules de la HMC exprimant Oc3 augmente 

de 48% à 80% entre e11,5 et e12,5 mais diminue à e14,5 jusqu’à 15%.  

Les protéines OC sont donc présentes, de manière redondante, dans une vaste majorité de 

jeunes MN post-mitotiques, jusqu’à ce que ces derniers se rassemblent en colonnes 

motrices. Ce patron d’expression suggère que les protéines OC interviennent dans la mise 

en place de la diversité neuronale au sein de la moelle épinière ventrale. De plus, à des 

stades plus tardifs de la différenciation, le maintien des facteurs OC dans certains MN 

suggère que ces différentes sous-populations de MN correspondraient à des pools de MN.   
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2. OBJECTIFS et STRATEGIE 

 Les facteurs OC sont exprimés dans la moelle épinière ventrale et leur patron 

d’expression suggère qu’ils pourraient être impliqués dans la diversification des MN 

médullaires (Francius and Clotman, 2010).  

Les objectifs de mon projet de thèse ont été, dans un premier temps, de caractériser les 

rôles des facteurs OC dans les MN de la moelle épinière au cours du développement. Dans 

un deuxième temps, d’identifier les mécanismes contrôlés par les protéines OC afin 

d’assurer la diversification des MN de la moelle épinière. Troisièmement, d’étudier les rôles 

des protéines OC dans la mise en place des projections axonales issues des différentes 

colonnes motrices. Enfin, nous avons identifié au laboratoire un nouveau marqueur de la 

population viscérale des MN : Smad-interacting-protein (SIP)-1. Dans le cadre de ma thèse, 

j’identifierai les rôles joués par ce facteur de transcription au cours de la différenciation des 

MN viscéraux.  

  

 Afin d’étudier les rôles des facteurs OC dans les MN médullaires, nous avons croisé 

des souris Hnf6
+/-

Oc2
+/-

 pour obtenir des embryons contrôles, simples ou doubles mutants 

pour les facteurs Hnf6 et/ou Oc2. Dans ces embryons mutants, l’exon 1 de la séquence 

codante de Hnf6 a été remplacé par recombinaison homologue par une cassette néomycine 

et/ou l’exon 1 de Oc2 a été remplacé par une cassette LacZ-puromycine (Jacquemin et al., 

2000; Clotman et al., 2005). A l’état homozygote, les embryons mutants sont déficients en 

HNF-6 et/ou en OC-2 dû à l’absence du domaine de liaison à l’ADN CUT codé par l’exon1. 

Chez les doubles mutants Hnf6/Oc2
-/-

, l’expression d’Oc3 est également perdue dans les MN 

médullaires. Cette perte d’expression d’Oc3 pourrait être due à l’absence de l’activité 

transcriptionnelle des autres protéines OC. Des sites de liaison potentiels des OC ont 

d’ailleurs été identifiés dans la région promotrice d’Oc3 et, après transfection, HNF-6 est 

capable de se lier et de stimuler l’expression d’Oc3 (Pierreux et al., 2004). Ces doubles 

mutants Hnf6/Oc2
-/-

 constituent donc un bon modèle afin d’étudier les rôles des facteurs 

OC dans la moelle épinière ventrale.  

Nous avons également utilisé des embryons knock-out pour le facteur de transcription 

Foxp1. Ces embryons sont obtenus par croisement entre souris Foxp1
+ /-

 dans lesquelles les 
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trois exons codant pour le domaine de liaison à l’ADN Forkhead ont été remplacés par 

recombinaison homologue par une casette néomycine (Wang et al., 2004).  

Afin d’identifier les fonctions possibles de Sip1 durant la différenciation des MN viscéraux, 

nous avons étudié le développement des MN en absence de Sip1. Cependant, l’inactivation 

de Sip1 provoque la mort des embryons à e9,5 suite à des problèmes de fermeture du tube 

neural (Bassez et al., 2004), de migration des crêtes neurales (Van de Putte et al., 2003) et 

de segmentation du mésoderme (Maruhashi et al., 2005). Dès lors, le développement des 

MN a été étudié grâce à des embryons mutants conditionnels Brn4/Cre::Sip1flox (Higashi et 

al., 2002). Dans ces embryons, l’expression de Sip1 est maintenue dans les progéniteurs 

neuraux mais est inactivée dans les neurones différenciés, y compris les MN viscéraux.  

 

 Afin d’atteindre nos principaux objectifs, nous avons effectué, à différents stades 

embryonnaires, des marquages en immunofluorescence sur des coupes d’embryons issus 

de ces trois lignées transgéniques. Des marquages in toto sur moelle ouverte (disposition en 

livre ouvert) ont également été effectués afin de visualiser les différentes colonnes motrices 

le long de l’axe A/P de la moelle épinière. 

De plus, nous avons réalisé des marquages en immunofluorescence sur des embryons 

entiers en utilisant un anticorps dirigé contre les neurofilaments afin d’étudier les 

projections axonales dans les embryons mutants pour les facteurs OC. Afin d’approfondir 

cette étude, nous avons utilisé la technique de marquage rétrograde. Cette méthode 

consiste à injecter de la dextran-rhodamine dans une région cible (la chaîne ganglionnaire 

ou les muscles situés dans la partie dorsale des membres dans notre cas). Le dextran-

rhodamine est un marqueur fluorescent qui est endocyté par l’extrémité des axones et qui 

est transporté de manière active vers le corps cellulaire des MN situé dans la moelle 

épinière. Ce marquage rétrograde permet d’identifier les populations de MN responsables 

de l’innervation de la région injectée.  

En complément des études en perte de fonction, nous avons utilisé la technique 

d’électroporation de moelles d’embryons de poulet. Cette technique en gain de fonction a 

permis de surexprimer les gènes Oc dans la moelle épinière. Ce modèle est utile pour 

confirmer les résultats obtenus en perte de fonction mais également pour répondre à des 

questions mécanistiques concernant le rôle des facteurs de transcription Onecut durant le 

développement de la moelle épinière.  
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3. RESULTATS: 

Les facteurs OC maintiennent l’expression d’Isl1 et régulent la 

diversification neuronale durant le développement des neurones 

moteurs de la moelle épinière 
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Figure 30 : Diversification des MN de la moelle épinière.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Résultats 

 - 63 - 

RAPPEL: Diversification des MN médullaires 

 Suite à la présence d’un gradient de Shh, la moelle épinière ventrale est divisée très 

rapidement en cinq domaines progéniteurs. Les MN médullaires sont issus du domaine 

pMN exprimant notamment Olig2 (Figure 30A). A e9,5, la perte d’Olig2 permet la sortie du 

cycle cellulaire, la différenciation neuronale et la spécification des MN médullaires 

(Mizuguchi et al., 2001; Novitch et al., 2001; Lee and Pfaff, 2003; Lee et al., 2005). Tous les 

MN post-mitotiques expriment Isl1, Isl2 et Hb9 (Tsuchida et al., 1994). L’expression d’Isl1 

est nécessaire pour la survie des MN (Pfaff et al., 1996). En effet, l’inactivation d’Isl1 

provoque la perte totale des MN dans la partie ventrale de la moelle épinière et entraîne la 

mortalité des embryons entre e9 et e9,5. Les protéines Isl1, Isl2 et Hb9 sont également 

nécessaires pour consolider l’identité des MN post-mitotiques produits (voir p.24). Dans les 

embryons hypomorphes pour Isl1 ou mutants pour Isl2 et/ou Hb9, le nombre de MN 

produit est diminué suite à une augmentation de l’expression de Lhx3 et de Chx10 qui 

favorisent la différenciation des interneurones V2a (Arber et al., 1999; Thaler et al., 1999; 

Thaler et al., 2004; Song et al., 2009). Dans les mutants Isl1 et Hb9, ce problème de 

consolidation provoque une diminution du nombre de MN viscéraux (PGC) produits au 

niveau thoracique de la moelle épinière, suite probablement à l’inhibition de l’expression de 

Foxp1 (voir ci-dessous) par Lhx3 (Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008).  

  

 Au niveau thoracique de la moelle épinière, les nouveaux MN peuvent se diviser en 

deux classes: les MN viscéraux et les MN somatiques (Figure 30B). Les MN viscéraux se 

regrouperont dans la PGC, tandis que les MN somatiques formeront deux colonnes 

motrices : la MMC et la HMC (voir p.30) (Jessell, 2000; Dasen and Jessell, 2009). La 

distinction entre les MN viscéraux et somatiques apparaît dès e10.5 avec le début de 

l’expression de Foxp1 dans la population viscérale. Dans les embryons knock-out pour 

Foxp1, la population viscérale est diminuée au dépend de la HMC, suggérant ainsi que 

l’expression de Foxp1 est nécessaire pour la différenciation des MN viscéraux (Dasen et al., 

2008; Rousso et al., 2008). Le maintien de l’expression de Lhx3 dans les MN de la MMC est 

sous le contrôle d’un gradient D/V Wnt4/5 et permet la ségrégation de la MMC par rapport 

aux autres colonnes motrices présentes dans la moelle épinière ventrale (Agalliu et al., 

2009).  
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 Dans la région des membres, Foxp1 est nécessaire pour la différenciation des 

neurones de la LMC (Figure 30C). En effet, une diminution de l’expression de Foxp1 résulte 

en la présence de MN viscéraux dans la région des membres, à la place des MN de la LMC 

(Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008). Les MN innervant les membres expriment 

également Raldh2. L’expression de cette enzyme dans les premiers MN de la LMCm 

engendre un signal d’AR qui, en inhibant l’expression d’Isl1 et en induisant Lhx1, va 

permettre la formation de la LMCl (voir p.33) (Sockanathan and Jessell, 1998). La répression 

mutuelle entre ces deux facteurs de transcription consolide l’identité de ces deux divisions 

au sein des MN de la LMC. De plus, Lhx1 dirige la projection des axones de la LMCl vers le 

membre dorsal en régulant l’expression d’EphA4. Au contraire, Isl1 induit l’expression 

d’EphB1 et la projection ventrale des axones de la LMCm (voir p.42) (Bonanomi and Pfaff, 

2010). Les facteurs Isl1 et Lhx1 participent également au contrôle de la position des cellules 

au sein de la LMC en interagissant avec les composantes de la voie de signalisation de la  

Reeline (voir p.37) (Palmesino et al., 2010).  

 

 Malgré de nombreuses études en perte et gain de fonction, certains aspects de la 

diversification des MN restent encore incompris. Notamment, les régulateurs 

transcriptionnels qui activent de manière directe l’expression du gène Isl1 dans les MN 

médullaires n’ont pas encore été identifiés. De plus, l’importance d’Isl1 dans la survie et la 

consolidation de l’identité des MN empêche l’étude des rôles que pourrait avoir ce facteur 

de transcription dans les étapes tardives de la différenciation des MN médullaires. Des 

données obtenues chez des embryons knock-out pour Hb9, dans lesquels l’expression d’Isl1 

disparaît également, suggèrent cependant qu’Isl1 est nécessaire pour la production des MN 

viscéraux. Ensuite, le moment où se produit la ségrégation entre les MN somatiques et 

viscéraux est encore controversé (Figure 30B). En effet, certaines études suggèrent que les 

MN somatiques et viscéraux se séparent avant la formation des colonnes motrices (Arber et 

al., 1999; Jessell, 2000). A l’inverse, une autre théorie avance que, dans un premier temps, 

la MMC s’isole des autres MN en maintenant l’expression de Lhx3 et que, dans un second 

temps, les colonnes motrices de la PGC et de la HMC se forment (Sockanathan et al., 2003; 

Dasen and Jessell, 2009; Ji et al., 2009). Finalement, la diversification des MN dépend de 

l’activité de nombreux facteurs transcriptionnels. Cependant, la manière dont ces différents 

régulateurs coopèrent pour établir l’identité des sous-populations de MN reste peu connue.  
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The Onecut Transcription Factors maintain Isl1 Expression and Regulate Cell 

Fate Decision during Spinal Motor Neuron Development 
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ABSTRACT 

 

During development, spinal motor neurons (MN) diversify into a variety of subtypes 

specifically dedicated to the control of particular sets of skeletal muscles or visceral organs. 

MN diversification depends on the coordinated action of several transcriptional regulators 

including Isl1, which is critical for MN survival and fate determination. However, how these 

regulators cooperate to establish each MN subtype remains poorly understood. Here, using 

phenotypic analyses of single or compound mutant mouse embryos combined to gain-of-

function experiments in chick embryonic spinal cord, we demonstrate that the 

transcriptional activators of the Onecut family critically regulate MN subtype diversification 

at thoracic and limb levels of the spinal cord. Furthermore, we show that Isl1 is a direct 

target of the Onecut factors, which are therefore required to maintain Isl1 expression at the 

time of MN diversification. Finally, we identified other MN developmental regulators that 

cooperate with Onecut factors in this process. These data elucidate a comprehensive model 

wherein Onecut factors control multiple aspects of MN subtype specification. They also 

shed light on the late roles of Isl1 in MN fate decision. 
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3.1. Introduction 

 Body movements and locomotion as well as visceral activity rely on the ability of 

spinal motor neurons (MN) to activate a diversity of distinct targets. To achieve this, MN 

diversify during development into distinct subtypes specifically dedicated to the control of 

particular sets of skeletal muscles or visceral organs. Owing to the availability of numerous 

markers for these different MN subtypes, to their stereotyped positioning along the 

anteroposterior and dorsoventral axes of the spinal cord and to the easy correlation 

between cellular identity and target innervation, MN subtype specification became a useful 

model to better understand principles that drive neuronal diversity in the CNS (Jessell, 

2000; Dasen and Jessell, 2009). However, certain aspects of MN diversification, including 

the segregation of somatic and visceral MN at thoracic levels of the spinal cord, remain 

poorly understood and the contribution of certain developmental regulators to this process 

remains obscure. 

Several key steps can be identified during diversification of spinal MN. These neurons arise 

from a ventral progenitor domain (pMN) characterized by the expression of Olig2. Upon 

activation of several extrinsic and intrinsic signals, newly-born MN rapidly diversify into 

different subtypes that constitute five columnar groups, each occupying a defined position 

within the spinal cord and innervating a unique set of targets (Dasen and Jessell, 2009). 

Briefly, somatic MN of the medial motor column (MMC) innervate the dorsal axial 

musculature. At thoracic levels, somatic MN of the hypaxial motor column (HMC) ensure 

the innervation of the intercostal or abdominal wall muscles, while visceral MN of the 

preganglionic column (PGC) innervate sympathetic neurons of the paravertebral ganglia. At 

limb levels, medial or lateral columnar subdivision of the lateral motor column (LMC) 

ensures innervation of the ventral (flexor muscles) or dorsal (extensor muscles) part of the 

limbs, respectively. MN further diversify through the segregation of specific neurons into 

motor pools that innervate a dedicated target muscle. 

Isl1 is of paramount importance for MN development. Indeed, it is required for survival of 

newly-born MN (Pfaff et al., 1996). In addition, it contributes with Hb9 and Isl2 to 

consolidate MN identity and to suppress the V2 interneuron differentiation program (Arber 

et al., 1999; Thaler et al., 1999; Thaler et al., 2004; Song et al., 2009). Furthermore, 

observations performed in genetic models wherein the expression of Isl1 was partly altered 

indicated that Isl1 also defines the identity and the axonal projections of medial LMC 
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(LMCm) neurons (Kania et al., 2000) and may contribute to the generation of PGC neurons 

(Thaler et al., 2004). However, detailed analysis of the roles of Isl1 in MN subtype 

specification was partly hindered by its early requirement in MN survival and identity 

consolidation. Beside Isl1, others transcriptional regulators have been identified to control 

MN subtype diversification. Isl2 and Foxp1 have been proposed to promote visceral MN 

differentiation (Thaler et al., 2004; Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008). Upon activation 

by Wnt signaling, Lhx3 promotes MMC identity (Agalliu et al., 2009). At limb levels, Foxp1 is 

required for the production of LMC neurons (Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008) while 

Lhx1 defines, in opposition to Isl1, the identity and the axonal projections of lateral LMC 

(LMCl) neurons (Bonanomi and Pfaff, 2010). Thus, MN diversification depends on the 

coordinated action of multiple transcriptional regulators. However, how these different 

regulators cooperate to establish MN subtype identity remains poorly understood. 

We recently discovered that the transcriptional activators of the Onecut (OC) family are also 

present in differentiating spinal MN (Francius and Clotman, 2010). In mammals, the OC class 

contains 3 members, namely Hepatocyte Nuclear Factor-6 (HNF-6, also called OC-1), 

Onecut-2 (OC-2) and Onecut-3 (OC-3) (Lemaigre et al., 1996; Vanhorenbeeck et al., 2002; 

Jacquemin et al., 2003b). These proteins are detected during embryonic development in 

endoderm and in several endodermal derivatives including liver and pancreas wherein they 

redundantly control different aspects of cell fate decision and morphogenetic processes 

(Rousseau, 2003; Wang and Holterman, 2012). They are also present in the embryonic CNS, 

wherein they display a partly overlapping distribution (Landry et al., 1997). HNF-6 and OC-2 

promote the maintenance of the A13 dopaminergic nucleus in the medial hypothalamus 

(Espana and Clotman, 2011). In response to BMP signaling, OC-2 regulates the fidelity of 

central projections of the trigeminal ganglion neurons (Hodge et al., 2007). In the ventral 

spinal cord, the three Oc genes are differentially and dynamically expressed during the early 

steps of MN differentiation (Francius and Clotman, 2010), suggesting that OC factors may 

contribute to spinal MN development. 

Here, combining loss-of-function experiments in mouse embryos and gain-of-function 

experiments in chick embryos, we provide evidence that OC proteins directly stimulate Isl1 

expression and are required to maintain Isl1 in newly-born MN and in specific columnar 

groups. We show that OC factors control MN subtype segregation among different 

columnar groups. We identify Sip1 as a novel regulator of visceral MN differentiation that 
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acts oppositely to the OC proteins. Taken together, these observations elucidate a 

comprehensive model wherein OC factors cooperate with multiple regulators to control 

different aspects of MN subtype diversification in the developing spinal cord. 
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Figure 31. OC factors are required to maintain Isl1 expression during MN subtype diversification. 

(A-H) Triple label immunofluorescence analysis of Olig2, Hb9 and Isl1 on a single spinal cord section of 

control or Hnf6/Oc2 null embryos at e9.5. In the absence of OC factors, Isl1 is present in the 

“intermediate” population (II) but is almost completely absent in newly-born MN (III). (I) Quantification 

of Olig2+ progenitors and of Hb9+ or Isl1+ newly-born MN in e9.5 Hnf6/Oc2
-/-

 mutant embryos and 

control littermates (* = p<0.05). (J-M) In Hnf6/Oc2 null embryos at e10.5, the number of Hb9+ MN is 

normal but Isl1 is lost in the newly-born MN. (N) Quantification of Isl1+ or Hb9+ MN in control or 

Hnf6/Oc2 null spinal cord at e10.5 (* = p<0.05). (O-Q) Overexpression of Hnf6 or Oc2 in chick 

embryonic spinal cord at HH14 results in ectopic Isl1 expression 6h after electroporation. (R) Binding of 

endogenous OC factors to potential binding sites located in Isl1 enhancers was assessed by chromatin 

immunoprecipitation on chick embryonic spinal cord extracts with an anti HNF-6 antibody or species-

matched IgG. Right panel show gel images and left panel displays quantitative real-time PCR analysis. 

The Noggin promoter, which contains no potential OC binding site, served as negative control. OC 

proteins are bound to sites located in the CREST2 enhancer, but neither to the CREST1 nor to the 

CREST3 region (* = p<0.05). I: pMN domain. Scale bar=100µm. 
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3.2. Results 

 3.2.1. The OC factors are required to maintain Isl1 expression during MN subtype 

 diversification 

 OC proteins are initially detected in MN around e9.0, as soon as neural progenitors 

exit the cell cycle and start producing the earliest MN markers Isl1 and Hb9 (Fig. S1A-I). They 

are present in an overlapping pattern in a vast majority of newly-born MN until e11.5, when 

their distribution becomes restricted to subsets of differentiating MN (Francius and 

Clotman, 2010). Therefore, we first assessed whether the early steps of MN differentiation 

were affected by the absence of OC factors. We started our analyses with embryos double 

mutant for Hnf6 and Oc2 (Hnf6/Oc2
-/-

). Indeed, the expression of Oc3 was completely 

abrogated in the spinal cord of these embryos (Fig. S1J-M and data not shown), enabling us 

to study the consequences of the loss of the three OC proteins on MN development. 

 

 In control embryos, Olig2 was present in MN progenitors located in the ventral 

portion of the spinal cord (population I in Fig. 31A-B). As these cells exited the cell cycle and 

emerged from the ventricular zone, they transiently contained Olig2, Isl1 and Hb9 

(“intermediate” population II in Fig. 31A-B). Then, the production of Olig2 was 

downregulated while the newly-born MN maintained Hb9 and Isl1 (population III in Fig. 

31A-D). In Hnf6/Oc2
-/-

 embryos, the MN progenitor domain seemed to be unaffected (Fig. 

31E-F,I,L). In addition, the number and the distribution of newly-born MN in mutant 

embryos were identical to those in control embryos (Figs. 31A-M, S1O-T). Thus, OC factors 

are not required for the generation of MN. However, although Isl1 was present in the Olig2-

positive "intermediate" population, it was absent from a majority of newly-born MN (Fig. 

31A-N). This loss of Isl1 was not due to MN cell death, as no increase in apoptosis was 

detected in the ventral spinal cord of Oc mutant embryos (Fig. S1S-T). Moreover, the 

number of Lhx3-positive V2a interneurons was also normal (Fig. S1Q,T), arguing against a 

fate conversion of MN into V2 interneurons. Taken together, these observations confirm 

that OC factors are required to maintain Isl1 expression in newly-born MN and that neither 

MN generic differentiation nor MN identity consolidation was altered by the lack of OC 

proteins. 
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 The co-detection of Isl1 and of OC factors in newly-born MN and the precocious loss 

of Isl1 in Oc mutant MN suggested that OC factors might directly stimulate Isl1 expression. 

Accordingly, ectopic expression of Hnf6 or Oc2 alone was sufficient to induce Isl1 expression 

as early as 6h after electroporation (Fig. 31O-Q). Isl1 production in differentiating MN is 

under the control of three conserved enhancer elements named CREST1 to 3 (Uemura et 

al., 2005). We found one potential OC binding site corresponding to the 5’-(A/T/G) (A/T) 

(A/G) TC(A/C)AT N (A/T/G) –3’ consensus (Lannoy et al., 1998; Jacquemin et al., 2000) in 

CREST1 and two potential binding sites in CREST2, while CREST3 was devoid of such 

sequence (Fig. S1U-W). Chromatin immunoprecipitation assay indicated that endogenous 

OC proteins were bound to CREST2 but neither to CREST1 nor to CREST3 (Fig. 31R). Taken 

together, these observations are consistent with a direct regulation of Isl1 expression by the 

OC factors in spinal MN. 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 32. The OC factors control the ratio between somatic and visceral MN.  

(A-F) Distribution of visceral MN markers at thoracic levels in control or Hnf6/Oc2 null embryos at e10.5 

unveils a loss of Foxp1 and Sip1 in the absence of OC factors. (G) Quantitative analysis of prospective visceral 

MN markers at e10.5 on thoracic spinal cord sections of control or Hnf6/Oc2
-/-

 embryos (*=p<0.05 and *** = 

p<0.001). (H) Comparison of Isl1 protein levels in prospective somatic or visceral MN in wild-type embryos at 

e10.5 demonstrates that Isl1 content is two-fold lower in the prospective visceral MN (* = p<0.05). (I-T) 

Distribution of MN columnar subtype markers at thoracic levels in control or Hnf6/Oc2 mutant spinal cord at 

e12.5 shows an expansion of visceral MN at the expense of somatic MN. (U) Quantitative analysis of MN 

columnar subtype markers on thoracic spinal cord sections of control or Hnf6/Oc2 mutant embryos at e12.5 (* 

= p<0.05 and ** = p<0.01). (V) Quantitative analysis of Isl1 and Foxp1 in visceral MN on thoracic sections of 

control or Hnf6/Oc2 mutant spinal cord at e12.5 (* = p<0.05 and ** = p<0.01). (W) Although the somatic MN 

population is reduced in Hnf6/Oc2
-/- 

spinal cord at e12.5, the ratio between MMC and HMC neurons is not 

modified. (X) In Hnf6/Oc2
-/-

 embryos, the total number of MN at e12.5 is normal but the ratio between 

somatic and visceral MN is modified (*=p<0.05 and **=p<0.01). (Y-Z) Open-book view of control or Hnf6/Oc2
-/-

 

spinal cord summarizes the observations obtained at thoracic levels of spinal cord, i.e. modification of the 

ratio between somatic and visceral MN, absence of Isl1 and Foxp1 in PGC neurons and context-dependent 

regulation of Isl1 by the OC factors. (AA-AC) Overexpression of Hnf6 in chick embryonic spinal cord at HH14 

results, 96 hours after electroporation, in a reduction in visceral MN of the Column of Terni and in an 

expansion of the somatic MN (* = p<0.05). PGC: preganglionic column; MMC: median motor column; HMC: 

hypaxial motor column V2: V2a interneurons. Scale bars=100µm (A-F), 125µm (I-L and O-R), 170µm (M, S) or 

200µm (AA-AC). 
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 3.2.2. The OC factors control the ratio between somatic and visceral MN 

 As MN survival and identity were not affected in Hnf6/Oc2
-/-

 embryos, these mutants 

constitute an opportunity to address later roles of Isl1 in MN subtype specification. 

Therefore, we analyzed the consequences of the loss of OC factors and of Isl1 in each 

portion of the spinal cord. At e10.5, thoracic MN initiate the expression of columnar 

markers, including Foxp1 in the prospective visceral MN (Dasen et al., 2008; Rousso et al., 

2008). In control embryos, Foxp1 was indeed detected in a lateral MN population 

containing Isl1 and low levels of Hb9 (Fig. 32A-B). In addition, our marker analysis indicated 

that, beyond its presence in spinal neural progenitors (Bassez et al., 2004; Miyoshi et al., 

2006), Sip1 (Smad-Interacting Protein 1; also called Zfhx1b or Zeb2) is detected in visceral 

MN. Sip1 is a member of the Zfhx1 family of two-handed zinc finger/homeodomain proteins 

and displays a dual activator or repressor activity according to the context (van Grunsven et 

al., 2001; Bassez et al., 2004; Seuntjens et al., 2009). Sip1 was detected in prospective 

visceral MN containing Foxp1 (Fig. 32C). The absence of OC factors resulted in a strong 

decrease in the amount of Foxp1- and of Sip1-positive MN (Fig. 32D-G). These observations 

suggested that, in addition to their role in the maintenance of Isl1 expression, OC factors 

control visceral MN differentiation and act upstream of Foxp1 and of Sip1 in this process. 

Accordingly, OC proteins are produced earlier than Foxp1 and Sip1 in MN (Francius and 

Clotman, 2010) and were normally distributed in Foxp1- or Sip1-deficient embryos (Figs. 

S2F-I and S3J-L,N). Moreover, HNF-6 and OC-2 induced ectopic expression of Foxp1 and of 

Sip1 when overexpressed in chick embryonic spinal cord (Fig. S2J-N and S3O-S).  

Isl1 and Foxp1 promote visceral MN differentiation (Thaler et al., 2004; Dasen et al., 2008; 

Rousso et al., 2008). Therefore, we expected that their downregulation in the absence of OC 

factors would result in a decrease in visceral MN. Surprisingly, an expansion of the PGC was 

instead observed. Indeed, the amount of nNOS-positive MN and of phospho-SMAD1/5/8 

(pSMAD)-positive cells was increased in mutant embryos (Fig. 32O-P,U,Z). Moreover, Sip1 

was present and was detected in an increased number of visceral MN (Fig. 32Q,U), 

confirming the production of supernumerary PGC neurons. In contrast, Isl1 and Foxp1 were 

absent from a vast majority of these visceral MN (Fig. 32O-Q,V,Z). Thus, OC factors restrict 

the production of visceral MN and modulate expression of regulators of this process. 
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As the total amount of MN initially produced in OC mutant embryos was normal, we 

wondered whether the production of supernumerary visceral MN observed at e12.5 

correlated with a decrease in somatic MN. Somatic MN and their columnar subdivision were 

detected in the thoracic spinal cord of Hnf6/Oc2
-/-

 embryos, as evidenced by the presence 

of Hb9 in the HMC and of Lhx3 and Hb9 in the MMC (Fig. 32R). Other somatic MN markers 

including Pea3 and Scip were also present (data not shown). Surprisingly, Isl1 could also be 

detected in all the somatic MN of the MMC/HMC (Fig. 32S,Z), suggesting that the 

requirement for OC factors in Isl1 expression depends on MN subtype. However, the 

amount of somatic MN was reduced in the absence of OC factors (Fig. 32R,U,Z). This 

reduction was similar for MMC and for HMC neurons, preserving a normal MMC/HMC ratio 

(Fig. 32W). Loss of somatic MN was not due to cell death, as apoptosis was neither 

increased at e10.5 nor at e12.5 (Figs. S1S-T and S4D-E), nor to a fate conversion of MN into 

V2a interneurons, as the amount of Chx10+ V2a cells was normal and no Hb9+Chx10+ 

hybrid cells could be detected (Fig. S4B,E). Thus, the absence of OC factors most likely 

modifies the differentiation balance between somatic and visceral MN, leading to the 

production of supernumerary visceral MN at the expense of somatic MN (Fig. 32X,Z). To 

assess the respective contribution of HNF-6 and of OC-2 to this process, similar analyzes 

were performed in Hnf6 or Oc2 single mutant embryos (wherein Oc3 expression was 

preserved, Fig. S1J-M and data not shown). Imbalance in somatic versus visceral MN 

differentiation was observed in Hnf6 but not in Oc2 mutant embryos, suggesting that, 

among the OC factors, HNF-6 is the major contributor to this process (Fig. S4F-N). 

In reverse, to determine whether increased Oc expression would be sufficient to shift the 

somatic vs visceral MN ratio in the opposite direction, Hnf6 was overexpressed in chick 

embryonic spinal cord at the time of MN specification (HH14) and embryos were analyzed 

96 hours later (HH29-30). Despite a partial loss of MN due to the overexpression of Hnf6 in 

newly-born MN (data not shown), the analysis of MN columnar markers indicated that the 

proportion of somatic MN was increased at the expense of visceral MN (Fig. 32AA-AC). 

These observations confirm that OC factors control the differentiation balance between 

somatic and visceral MN. 

The absence of OC factors resulted in a loss of Isl1 in newly-born MN and an increase in PGC 

neurons. Conversely, Oc overexpression stimulated Isl1 expression and increased the 

somatic MN population. This suggested that low levels of Isl1 in newly-born MN promote 
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visceral MN differentiation, whereas high Isl1 levels would favor somatic MN 

differentiation. Therefore, we compared Isl1 levels in prospective PGC neurons 

characterized by the presence of Foxp1 and in prospective MMC/HMC neurons devoid of 

Foxp1 in wild-type embryos at e10.5. Isl1 levels in prospective visceral MN were two-fold 

lower than that in prospective somatic MN (Fig. 32B,H), consistent with the hypothesis that 

differential amounts of Isl1 may contribute to MN subtype specification at thoracic levels of 

the spinal cord. However, misexpression of Isl1 alone was not sufficient to modify the 

somatic to visceral MN ratio in chick embryonic spinal cord (data not shown), suggesting 

that additional OC targets may cooperate with Isl1 in this process.  

 

 3.2.3. Sip1 is required for proper differentiation of visceral MN 

 The absence of Sip1 in prospective visceral MN at e10.5 in Hnf6/Oc2
-/-

 embryos 

suggests that OC factors control the onset of Sip1 reactivation in differentiating MN. 

However the requirement for OC factors in Sip1 expression seems to be transient, as Sip1 

was present in Hnf6/Oc2
-/-

 visceral MN at e12.5. To gain more insight into the possible 

function of Sip1 during visceral MN differentiation and to assess whether delayed Sip1 

reactivation may contribute to the visceral MN phenotype in Oc mutant embryos, we 

studied MN development in Brn4/Cre::Sip1flox (Brn4::Sip1) embryos (Higashi et al., 2002), 

wherein Sip1 was deleted in the differentiating neurons but not in neural progenitors (Fig. 

S3G,M). At e10.5, the MN progenitor domain was not altered in the absence of Sip1, as 

demonstrated by a normal number and distribution of Olig2-positive cells (Fig. S3H,M). 

Newly-born MN were generated in normal amount and properly distributed as evidenced 

by quantification of Isl1 or Hb9-positive cells (Fig. S3H,J,M). In addition, the expression of 

the visceral MN marker Foxp1 was not modified (Fig. S3I,M). Thus, Sip1 is not required for 

MN generation and identity consolidation.  

 

 At e12.5, the somatic MN were present in normal amount and displayed proper 

columnar organization (Fig. 33E,I-J). In contrast, a strong reduction in the number of PGC 

MN was observed although expression of visceral MN markers, including Isl1, was preserved 

(Fig. 33F-H,I,L). This reduction of visceral MN was neither due to cell death, as no increase in 

apoptosis was detected in the spinal cord of Brn4::Sip1 embryos at e12.5, nor to fate 

conversion of visceral MN into V2a interneurons, as the amount of Chx10-positive V2a cells 
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Figure 33. Sip1 is required for proper differentiation of visceral MN.  

(A-H) Analysis of MN columnar subtype markers at thoracic levels of the spinal cord of control or 

Brn4::Sip1 embryos at e12.5 shows a reduction in visceral MN without any increase in somatic MN. (I) 

Quantification of MN columnar subtype markers on e12.5 thoracic spinal cord sections of control or 

Brn4::Sip1conditional mutant embryos (** = p<0.01). (J) The total number and the ratio of MMC to 

HMC neurons are normal in e12.5 Brn4::Sip1 conditional mutant embryos. (K) In Brn4::Sip1 conditional 

mutant embryos, the total number of MN is decreased at e12.5 due to a reduction in the visceral MN 

population (** = p<0.01). (L) Despite the reduction in visceral MN, expression of PGC markers was 

preserved at e12.5 in Brn4::Sip1 conditional mutant embryos. PGC: preganglionic column; MMC: 

median motor column; HMC: hypaxial motor column. Scale bar=125µm. 

 

was normal (data not shown). Taken together, these observations demonstrate that the 

presence of Sip1 between e10.5 and e12.5 is required for the production of proper amounts 

of visceral MN and seems to have effects opposite to OC factors in this process. Therefore, 

the stimulation of Sip1 expression by OC factors in newly-born MN might provide an 

additional feedback mechanism to adjust visceral MN production. 
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 3.2.4. The OC factors are dispensable for axonal projections of thoracic MN 

 As OC factors control MN cell fate decision at thoracic levels of the spinal cord, we 

examined whether the absence of OC proteins influences thoracic MN axonal projections. 

Axon trajectories were analyzed by whole-mount immunofluorescence labeling for 

neurofilament at e12.5. Like in control embryos, axons extended into the periphery in 

Hnf6/Oc2
-/-

 mutants, confirming that these neurons retained fundamental aspects of MN 

character. The major peripheral thoracic nerve pathways were preserved. Indeed, MMC 

axons grew dorsally toward the axial muscles of the back and HMC axons progressed 

ventrally toward the body wall musculature (Fig. 34B). Furthermore, the thoracic axons 

from the HMC population respect the strict segmental boundaries without forming any 

axonal bridges between segmentally arrayed motor nerves (Fig. 34D). Finally, despite the 

loss of Isl1 and Foxp1, the PGC neurons were able to project their axons toward the 

sympathetic chain (Fig. 34F). These observations indicated that the OC factors are 

dispensable for MN axonal projections at thoracic levels of the spinal cord. 

As shown above, supernumerary visceral MN were produced in Hnf6/Oc2
-/-

 embryos. We 

assessed whether all these MN acquired target specificity of the PGC cells, namely 

innervation of the paravertebral ganglia. After injection of the retrograde tracer Rhodamin-

dextran (Dextran-RhD) into the sympathetic chain, the backfilled PGC population was 

indeed expanded in Hnf6/Oc2
-/-

 embryos and corresponded to visceral MN as evidenced by 

the presence of nNOS (Fig. 34G-K). This suggests that, in the absence of OC factors, 

supernumerary visceral MN consistently innervate the paravertebral ganglia.  
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Figure 34. OC factors are dispensable for axonal projections of thoracic MN.  

(A-F) Whole-mount neurofilament labelings indicate that axonal projections at thoracic levels of the 

spinal cord are preserved in Hnf6/Oc2 mutant embryos. (G-K) MN projections to the paravertebral 

ganglionic chain were studied by retrograde transport of Rhodamine-Dextran in e12.5 control or 

Hnf6/Oc2 mutant embryos. Accuracy of the injection was confirmed by the presence of Rhodamine-

Dextran in nNOS-positive PGC neurons but not in Hb9+ somatic MN. Supernumerary visceral MN in 

Hnf6/Oc2 null embryos innervate paravertebral ganglia (*=p<0.05). SC: spinal cord, DRG: dorsal root 

ganglion, PGC: preganglionic column; MMC: median motor column; HMC: hypaxial motor column. Scale 

bar=85µm.  
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Figure 35. The OC factors are required for LMC subdivisions.  

(A-L) Colabeling analyses of LMC markers unveil production of supernumerary LMCl neurons at the 

expense of the LMCm population at e12.5 in the brachial spinal cord of Hnf6/Oc2 mutant embryos. (M) 

Quantification of LMC neurons at e12.5 demonstrates that total MN numbers at brachial levels are not 

significantly changed in Hnf6/Oc2 null embryos. (N) Quantitative analysis of LMC subtype markers 

indicates a conversion of LMCm to LMCl identity in e12.5 Hnf6/Oc2
-/-

 embryos (*** = p<0.001). (O-R) In 

control embryos at e12.5, EphB1 mRNA is enriched in the LMCm whereas high EphA4 mRNA levels are 

detected in the LMCl. In Hnf6/Oc2
-/-

 embryos, EphB1 mRNA in the LMC is lost whereas EphA4 

expression is high throughout the LMC. (S-T) Axonal projections of LMC neurons in the limbs of control 

or Hnf6/Oc2 mutant embryos at e12.5. In Hnf6/Oc2 mutants, the motor nerve branch that innervates 

the ventral mesenchyme of the limb is absent. (U-V) LMC neuron projections were studied by 

retrograde transport of Rhodamine-Dextran injected into the dorsal part of the limbs in control or 

Hnf6/Oc2
-/-

 embryos at e12.5. Foxp1 was used to identify LMC neurons. In the absence of OC factors, 

most of the LMC neurons innervates dorsal limb mesenchyme. (W-Y) Quantification of LMC neurons 

labeled after retrograde Rhodamine-Dextran transport in control or Hnf6/Oc2
-/-

 embryos demonstrates 

that a vast majority of LMC axons are redirected towards the dorsal part of the limbs in the absence of 

OC factors (*= p<0.05). LMCm: medial portion of the lateral motor column, LMCl: lateral portion of the 

lateral motor column. Scale bars=150µm (A-L), 170µm (O-R, U-V).  
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 3.2.5. The OC factors are required for LMC subdivisions 

 Foxp1 is required for differentiation of LMC neurons (Dasen et al., 2008; Rousso et 

al., 2008). As the production of Foxp1 was strongly downregulated at thoracic levels of 

Hnf6/Oc2
-/-

 embryos, we first wondered whether LMC neurons were normally produced in 

the absence of OC factors. Surprisingly, we first observed that Foxp1 was present and was 

normally distributed in the brachial spinal cord of Hnf6/Oc2
-/-

 embryos (Figs. 35G-H,M, S5E- 

F,I). Similarly, the distribution of retinaldehyde dehydrogenase-2 (Raldh2), which is 

restricted to LMC neurons, was normal (Figs. 35J,M, S5H,I). Therefore, the generation of 

LMC neurons was not affected by the absence of OC factors. In contrast, Isl1 was severely 

depleted throughout LMC formation (Figs. 35G-H,J-K, S5E-F,H). Concomitantly, the 

distribution of Lhx1 (Figs. 34G,I, S5E,G) and the expression of high levels of Hb9 (Fig. 35K) 

expanded throughout the LMC. This suggested that, in the absence of OC factors, the 

molecular identity of LMCm neurons was converted into that of LMCl neurons (Figs. 35N, 

S5J). Similar investigations in single Hnf6
-/-

 or Oc2
-/-

 embryos indicated that HNF-6 plays here 

also a prominent role in this process and that the OC factors act redundantly to control the 

LMCm/LMCl ratio (Fig. S5K-S). 

As Lhx1 and Isl1 coordinate LMC neuron identity with the dorsoventral selection of axon 

pathways, we assessed whether this change of identity observed in Oc mutants resulted in a 

modification of limb innervation.  In wild-type embryos, Lhx1 directs the dorsal projection 

of LMCl axons in the developing limb through its ability to regulate EphA4 expression, a 

guidance receptor required for axons to avoid the ventral limb mesenchyme. In contrast, 

Isl1 promotes EphB1 expression, which ensures ventral projection of LMCm axons 

(Bonanomi and Pfaff, 2010). In Hnf6/Oc2
-/-

embryos, severe downregulation of Isl1 in the 

LMCm resulted in a loss of EphB1 expression, whereas the increase in the number of Lhx1-

positive cells was accompanied by increased EphA4 expression levels (Fig. 35Q-R). 

Consistently, the segregation of LMC axons at the base of the limb was altered, and the 

ventral branch was completely absent (Fig. 35T). This suggested that a vast majority of LMC 

neurons projected dorsally in the absence of OC factors. To confirm this, the retrograde 

marker Rhodamin-dextran was injected into the dorsal part of the limbs and retrogradely-

labeled LMC neurons were quantified (Fig. 35V-W). In control embryos, neurons that 

innervated the dorsal portion of the limbs accounted for 50±6% of total LMC neurons. At 

variance, in Hnf6/Oc2
-/-

 littermates, 81±5% of LMC neurons invaded the dorsal part of the 
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limb (n=3, p<0.05). Together, these results indicate that the absence of OC factors results in 

a switch from LMCm to LMCl molecular identity and subsequent redirection of the 

corresponding axons toward the dorsal mesenchyme of the limbs (Fig. 35Y). 
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3.3. Discussion 

 Despite tremendous progresses made during the last 20 years in the understanding 

of the molecular mechanisms that control MN diversification, several questions remain, 

noteworthy the fine-tuned control of the expression of key developmental regulators, their 

exact contribution to some aspects of this process and how they cooperate to exert their 

role. Here, we show that members of the OC transcription factor family regulate the 

expression of Isl1 and control different aspects of MN subtypes diversification. Interestingly, 

whereas most of the previously identified MN developmental regulators were 

transcriptional repressors and therefore have been proposed to direct the segregation of 

distinct neuronal subsets through exclusion of antagonistic differentiation programs, the OC 

factors are known to act as transcriptional activators and may therefore enable to identify 

components of genetic programs that exert congruent efforts toward a specific neuronal 

fate. 

 

 3.3.1. Context-dependent transcriptional regulation controls MN differentiation 

 Isl1 plays prominent roles during spinal MN development (Pfaff et al., 1996; Thaler 

et al., 2004; Luria et al., 2008; Song et al., 2009). During early phases of MN differentiation, 

Hb9 indirectly stimulates Isl1 expression (Tanabe et al., 1998; Arber et al., 1999; Thaler et 

al., 1999; William et al., 2003). Conversely, Isl1 stimulates Hb9 transcription through its 

participation in the formation of Isl1:Lhx3:NLI complexes that consolidate MN identity (Lee 

et al., 2008). This establishes a regulatory loop wherein Isl1 and Hb9 mutually support their 

expression. At variance, factors that directly activate Isl1 transcription in MN remain 

unknown. Here, we show that OC factors stimulate, probably directly, the expression of Isl1 

in spinal MN. However, this regulation is strongly context-dependent. Indeed, in Oc mutant 

embryos, Isl1 was almost completely lost in newly-born MN, in PGC and in LMC neurons but 

was preserved in MMC and in HMC cells, although OC factors are present in all MN 

subtypes in control embryos (Francius and Clotman, 2010). Similarly, the absence of OC 

factors resulted in a loss of Foxp1 in PGC neurons, but not in LMC cells. This suggests that 

subtype-specific cofactors that modulate either OC binding to their target sequences or OC 

transcriptional activity may promote regulation of Isl1 or Foxp1 in specific MN subtypes. The 

binding of OC factors to the Isl1 enhancer CREST2 but not to CREST1, which also contains a 

potential OC binding site, supports the first hypothesis. CBP, p300 and PGC-1 are known to 
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behave as cofactors for OC proteins in hepatic cells (Lannoy et al., 1998; Beaudry et al., 

2006). CBP and p300 are widely expressed in the developing spinal cord. They coordinately 

cooperate there with retinoic acid signaling and Ngn2 to promote MN differentiation (Lee et 

al., 2009). Whether they also contribute to later steps of MN development and interact with 

OC factors in these processes remains to be investigated. PGC-1 is also present in the spinal 

cord (Diez-Roux et al., 2011) but its role during MN development remains to be 

investigated. Similarly, the Hb9-Isl1 regulatory loop is strongly context-dependent, as it 

seems to operate in newly-born and in MMC/HMC MN but not in LMC neurons (Tanabe et 

al., 1998; Arber et al., 1999; Thaler et al., 1999; William et al., 2003). Furthermore, Foxp1 

controls MN subtype specification through interactions with different Hox proteins at 

different levels of the spinal cord (Dasen and Jessell, 2009). Thus context-dependent 

transcriptional regulation likely contributes to multiple aspects of spinal MN diversification. 

 

 3.3.2. OC-independent MN generation and consolidation of MN identity  

 Isl1 is necessary for spinal MN survival (Pfaff et al., 1996). In addition, it plays a 

prominent role in the consolidation of MN identity (Thaler et al., 2004; Song et al., 2009). 

Furthermore, Isl2 seems to exert functions similar to that of Isl1 in the consolidation of MN 

identity (Segawa et al., 2001; Thaler et al., 2004; Hutchinson and Eisen, 2006) Therefore, it 

has been proposed that the global level of Isl proteins, rather than a specific function 

attributed to each Isl factor, is critical for the consolidation of MN identity  as well as for 

other Isl-dependent processes involved in MN development (Thaler et al., 2004). In the 

absence of OC factors, although Isl1 expression in newly-born MN was severely 

downregulated, MN were generated in normal amount and MN identity was maintained. 

This indicates that OC factors are neither required for MN generation nor for MN identity 

consolidation. It also suggests that the requirement for Isl1 in these two processes is 

restricted to very early steps of MN development, likely at the stage when Olig2 and Isl1 are 

jointly detected in the "intermediate" population (Fig. 36A), as previously proposed (Song et 

al., 2009). Hb9 also participates in the consolidation of MN identity by repressing V2a 

determinants including Chx10 (Arber et al., 1999; Thaler et al., 1999; Song et al., 2009). 

Therefore, in mouse mutants for Hb9 or Isl2, increased expression of Lhx3 and Chx10 led to 

fate conversion of newly-born MN into V2a interneurons (Arber et al., 1999; Thaler et al., 

1999; Thaler et al., 2004). As Lhx3 inhibits expression of the visceral MN determinant Foxp1 
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Figure 36. Reevaluated model for the control of MN differentiation. 

 (A) Isl1 ensures survival of newly-born MN whereas Hb9 and Isl proteins cooperate to consolidate MN 

identity and simultaneously repress V2a differentiation program. (B) At thoracic levels of the spinal 

cord, newly-born MN segregate into visceral or somatic MN populations. The distinction between these 

two classes likely depends on the levels of Isl proteins. Sip1 also promotes visceral MN differentiation 

and is regulated by the OC factors. (C) At brachial or lumbar levels of the spinal cord, retinoic acid (RA) 

signals provided by early-born LMCm neurons direct the acquisition of LMCl divisional identity. The 

cross-repressive interaction between Isl1 and Lhx1 reinforces the segregation between LMCm and 

LMCl. By controlling Isl1 expression in LMCm cells, the OC factors are required for LMC columnar 

subdivision and LMCm identity. See the text for further details. 
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 (Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008) and visceral MN differentiation (William et al., 

2003; Thaler et al., 2004), Lhx3 expansion likely underlies the loss of PGC neurons observed 

in these mutant animals, as proposed (Rousso et al., 2008). 

 

 3.3.3. Versatile genetic networks control MN subtype diversification in the thoracic 

  spinal cord 

 Although newly-born MN were properly generated in the absence of OC factors, 

further diversification of MN was altered. At thoracic levels, a supernumerary number of 

PGC neurons was produced at the expense of MMC/HMC neurons. This suggests that OC 

factors participate in the differentiation balance between somatic and visceral MN. 

Surprisingly, the expression of regulators previously proposed to promote PGC neuron 

differentiation, including Isl1 and Foxp1 (Thaler et al., 2004; Dasen et al., 2008; Rousso et 

al., 2008), was severely downregulated. This led us to build a re-evaluated model for 

thoracic MN diversification (Fig. 36B). As the absence of OC factors did not alter MN 

consolidation, expression of the V2a interneuron determinants Lhx3 and Chx10 did not 

increase and visceral MN differentiation could occur free of expanded Lhx3 constraints 

(William et al., 2003; Thaler et al., 2004). Isl1 expression was lost from newly-born MN in 

Hnf6/Oc2
-/-

 embryos. Subsequently, less somatic MN were produced at thoracic levels of 

the spinal cord. This suggests that high levels of Isl proteins are required in newly-born MN 

to generate somatic MN. In contrast, supernumerary PGC neurons were produced, 

suggesting that low levels of Isl proteins would be permissive for the generation of visceral 

MN (Fig. 6B). Consistently, Hb9 overexpression stimulates both Isl1 expression and somatic 

MN differentiation, while it inhibits visceral MN production (Tanabe et al., 1998; William et 

al., 2003). Furthermore, we measured two-fold more Isl1 protein in prospective somatic MN 

than in their visceral counterparts. Thus, we propose that differential levels of Isl proteins 

contribute to somatic vs visceral MN subtype specification in the thoracic spinal cord. 

Differential content in Isl1 could result from the presence of Foxp1 in the prospective 

visceral MN. Indeed, Foxp1 inhibits Hb9 expression (Dasen et al., 2008; Rousso et al., 2008), 

which could weaken the mutual stimulatory loop between Hb9 and Isl1 and reduce Isl1 

expression levels in prospective visceral MN. Accordingly, the expression of Hb9 and of Isl1 

is progressively downregulated during visceral MN differentiation and this is required for 

visceral MN production (William et al., 2003). Thus, in newly-born MN, OC factors 
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participate in genetic networks that, likely depending on the involvement of Foxp1, 

promote either somatic or visceral MN differentiation (Fig. 36B). 

 

 3.3.4. Sip1 supports the generation of visceral MN 

 Sip1 was initially discovered using yeast two-hybrid screening as a binding partner of 

activated SMAD (Verschueren et al., 1999). During development, Sip1 is involved in neural 

tube closure and in cranial neural crest migration (Van de Putte et al., 2003). It is required 

for development of the hippocampus through regulation of Wnt signaling (Miquelajauregui 

et al., 2007). Sip1 also restrains, in a cell non-autonomous fashion, a feedback mechanism 

between postmitotic cortical neurons and progenitors that regulates the timing of 

neurogenesis and gliogenesis in the embryonic brain cortex (Seuntjens et al., 2009). Sip1 is 

able to inhibit transcriptional activity of activated Smad proteins but also to cooperate with 

the BMP-activated Smad8 to stimulate the transcription of target genes (Postigo, 2003; 

Yoshimoto et al., 2005). Noteworthy, pSMAD, which transduces BMP signaling, are 

restricted to PGC neurons in the developing spinal cord (Dasen et al., 2008). Whether Sip1 is 

required to modulate BMP signaling in PGC neurons, and how any of these processes may 

support visceral MN differentiation, remain to be investigated. 

In the spinal cord, Sip1 is initially present in neural progenitors (Bassez et al., 2004; Miyoshi 

et al., 2006). After downregulation once the differentiating neurons exit the cell cycle, Sip1 

expression is reactivated exclusively in visceral MN. OC factors seem to be required for 

timely reactivation of Sip1 in prospective PGC neurons. However, as for Isl1 and Foxp1, this 

requirement must be transient as expression of these three genes persists in PGC cells 

whereas the expression of OC factors is almost completely downregulated from e12.5 on 

(Francius and Clotman, 2010). 

 

 3.3.5. OC factors control the identity of LMCm neurons 

 Absence of OC factors does not alter the generation of MN dedicated to the limb 

innervation, as evidenced by proper amount and distribution of Raldh2- and Foxp1-positive 

MN at brachial or lumbar levels of the spinal cord. In contrast, it results in an expansion of 

LMCl at the expense of LMCm, as shown by the conversion of the combination of molecular 

markers (Tsuchida et al., 1994), by the switch in the expression of guidance molecules and 

by the consequent redirection of the axonal projections toward the dorsal portion of the 
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limbs (Kania et al., 2000; Kania and Jessell, 2003; Luria et al., 2008). Progenitors destined to 

form the LMCm leave the cell cycle before those that contribute to the LMCl. All these MN 

initially express Isl1 (Sockanathan and Jessell, 1998). However, Raldh2 expression in early-

born LMCm neurons generates a retinoic acid signal that imposes a lateral phenotype to 

later-born neurons through initiation of Lhx1 and repression of Isl1 expression (Sockanathan 

and Jessell, 1998). The distinct identities of these LMC divisions are further reinforced by 

crossrepressive interactions between these two transcription factors (Kania et al., 2000). In 

the absence of OC factors, Isl1 expression in newly-born LMC neurons was strongly altered. 

However, our observations indicate that Isl1 is dispensable for Raldh2 expression and for 

normal production of LMCl neurons. In contrast, the absence of Isl1 released the repression 

on Lhx1 expression, which resulted in a complete switch from LMCm to LMCl identity (Fig. 

36C). The crossrepressive interaction between Lhx1 and Isl1 also determines respective 

position of LMCm or LMCl cell bodies within the LMC by gating reelin signaling (Palmesino 

et al., 2010). However, despite the absence of Isl1 and the expansion of Lhx1 in OC mutant 

embryos, the LMC cells were normally positioned and ectopic LMCl neurons did not tend to 

occupy a lateral position. This suggests that OC factors may cooperate with Reelin signaling 

to control LMC cell body position. 

In conclusion, we have shown that OC factors control different aspects of MN fate decision 

during spinal cord development. The OC proteins act in this process in a redundant manner, 

with HNF-6 ensuring a large portion of the OC activity. Part of this activity likely relies on the 

direct stimulation of Isl1 expression by the OC factors, although we provided evidence that 

other OC targets that remain to be identified also contribute to define MN subtype identity. 

Identification of additional OC target genes and OC cofactors would enable to further 

dissect the genetic networks that regulate spinal MN diversification.  
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3.4. Experimental procedures 

Animals and genotyping procedures 

The mice were raised in our animal facilities and treated according to the principles of 

laboratory animal care of the University Animal Welfare Committee. Hnf6, Oc2, Foxp1 and 

Brn4::Sip1 mutant mice have been previously described (Jacquemin et al., 1999; Higashi et 

al., 2002; Clotman et al., 2005; Rousso et al., 2008). Control or OC mutant embryos were 

obtained by crossbreeding Hnf6
+/-

Oc2
+/-

 mice. To ensure accurate comparison, the 

developmental stage of e9.5 or e10.5 embryos was assessed by counting the number of 

pairs of somites. Embryos collected at various developmental stages were genotyped by 

PCR (primers available upon request). 

  

Immunofluorescence labelings and in situ hydridization 

Whole mount antibody stainings were performed as described (Huettl et al., 2011) using 

anti-neurofilament antibody at 1/50 (DSHB #2H3). Z-stack images were generated using a 

LSM 510 confocal scanning microscope. For immunofluorescence labelings and in situ 

hybridization on sections, embryos were fixed in phosphate buffered–saline (PBS)/4% 

paraformaldehyde (PFA) before cryosections (12-20µm). Immunofluorescence labelings 

were performed as described (Francius and Clotman, 2010). Antibodies were rabbit anti 

Capsase3 at 1:1000 (Cell signalling #9661S), rabbit anti cHb9 at 1:4000 (kindly provided by T. 

Jessell), sheep anti Chx10 at 1:500 (Exalpha #X1190P), goat anti Foxp1 at 1:1000 (R&D 

#AF4534), chick anti GFP at 1:1000 (Aves Lab #GFP-1020), rabbit anti Hb9 at 1:5000 (Abcam 

#ab26128), rabbit anti Hnf6 at 1:50 (Santa Cruz #sc-13050), mouse anti Isl1 1:1000 (DSHB 

#39.3F7), rabbit anti Isl1 at 1:2000 (Abcam #ab26122-100), mouse anti Isl1/2 at 1:6000 

(DSHB #39.4D5), mouse anti Lhx3 (DSHB #67.4E12), mouse anti Lhx1/5 at 1:1000 (DSHB 

#4F2), mouse anti MNR2/Hb9 at 1:1000 (DSHB #81.5C10), rabbit anti nNOS at 1:4000 

(Immunostar #24287), rabbit anti pSMAD1/5/8 at 1:2000 (kindly provided by T. Jessell), rat 

anti Oc2 at 1:400 (Clotman et al., 2005), guinea-pig anti Oc3 at 1:6000 (Pierreux et al., 

2004), guinea-pig anti Olig2 at 1:4000 (Novitch et al., 2001), rabbit anti Raldh2 at 1:10 000 

(kindly provided by Mc Caffery) and rabbit anti Sip1 at 1:500 (Van de Putte et al., 2003). In 

situ hybridizations were performed as described (Ravassard et al., 1997) using digoxigenin-

labeled probes against EphB1 or EphA4 (kindly provided by C. Pierreux). 
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Immunofluorescence and in situ hybridization images were acquired on a Zeiss Axio 

Observer.Z1 confocal microscope. 

  

Neuron number quantification 

Cell counts were performed unilaterally on three sections at three levels of brachial, 

thoracic or lumbar regions in embryonic ventral spinal cord (three levels along the 

rostrocaudal axis for embryos at e9.5). Neurons were counted in at least three independent 

embryos to summarize the number of neurons per section. Raw data of quantifications 

were exported to SigmaPlot v11 software for statistical analysis. 

  

Isl1 level quantification 

Nuclear Isl1 levels were determined at sub-saturating antibody concentrations and analyses 

were performed on three sections (>90 nuclei) of three independent e10.5 wild-type 

embryos. Mean nuclear pixel intensity was determined using ImageJ.  

  

In Ovo electroporation 

In ovo electroporation was performed at stage HH12-14. The pCMV-Hnf6-flag or the pCMV-

Oc2-myc (0.5µg/µl) (Pierreux et al., 2004) was co-electroporated with a pCMV-eGFP plasmid 

to visualize electroporated cells. Six hours (HH16-18), 24 hours (HH22-23) or 4 days (HH28-

29) after electroporation, embryos were fixed in PBS/4%PFA for 20min, 30min or 1h, 

respectively.  

  

Retrograde labeling of spinal MN 

Retrograde labelings of MN were performed using 3,000 molecular mass rhodamine-

dextran (Invitrogen #D3308). Rhodamine-dextran was injected at e12.5 into the dorsal part 

of the limbs or into the paravertebral ganglionic chain of 600µm-thick vibratome slices of 

e12.5 embryos. Tissues were maintained in oxygenated DMEM/F12 medium (Invitrogen 

#11039) for 6 hr at room temperature. The embryos or the slices were then processed for 

immunofluorescence analyses. Amount of PGC neurons labeled by rhodamine-dextran was 

estimated as the area ratio occupied by retrograde labeling in a half spinal cord. 
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Chromatin immunoprecipitation assay 

Neural tubes were dissected from HH17-18 chick embryos. Cells were homogenized in 

DMEM/F12 (Invitrogen) using a Dounce homogenizer and treated with 1% formaldehyde at 

room temperature for 10 minutes. Immunoprecipitation was performed using the 

Chromatin immunoprecipitation kit from Millipore (#17-371) according to manufacturer's 

instructions. Chromatin was fragmented to 200-1000bp by sonication (high power, 30 cycles 

of 30sec with 1min between pulses) and incubated overnight at 4°C with antibody against 

HNF-6 (Santa Cruz #sc-13050) at 1/50 or species-matched IgG. Primers are available upon 

request. Fold enrichment were calculated over IgG using 2
(-ΔΔCT)

, where ΔΔCT= (Ctip-CtInput)-

(CtIgG-CtInput).  
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Figure S1. MN generation and survival are not perturbed in the absence of OC factors.  

(A-I) Co-labeling for OC factors, Olig2 and Isl1 in control spinal cord at e9.5 indicates that the production of 

HNF-6 starts in the "intermediate" MN population wherein Olig2 and the earliest MN markers Isl1 and Hb9 are 

coexpressed. In contrast, OC-2 and OC-3 production starts in newly-born MN. (J-M) OC-3 is present in the 

spinal cord of Hnf6
-/-

 or Oc2
-/-

 single mutant embryos but is absent in Hnf6/Oc2
-/-

 null embryos. (N-Q) Labelings 

of Isl2 or Lhx3 indicates that the loss of OC factors does not alter MN production at e10.5. (R-S) Colabeling of 

MN marker MNR2/Hb9 and activated-Caspase3 in the ventral spinal cord indicates that the loss of Isl1 in 

Hnf6/Oc2
-/-

 embryos at e10.5 does not result from increased apoptosis. (T) Quantification of the MN markers 

Lhx3 and Isl2 and of apoptosis in e10.5 control or Hnf6/Oc2 null spinal cord. (U-W) Alignment of chick and 

murine sequences of the 3 enhancer regions, named CREST 1 to 3, described for the Isl1 gene (Uemura et al., 

2005). Putative OC binding sites are delineated in red. The primer sequences used for the ChIP assay are 

underlined by green arrows. A single potential OC binding site is present in CREST1 and two sites are detected 

in CREST2. No putative OC binding site is present in CREST3. Scale bars= 55µm (A-I) or 80µm (J-S). 
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3.5. Supplemental figures 
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Figure S2. OC factors act upstream of Foxp1.  

(A-H) Colabelings for OC factors and Hb9 in Foxp1 mutant embryos at e10.5 show that Oc expression in 

MN is normal in the absence of Foxp1. (I) Quantification of the percentage of OC positive MN at e10.5 

indicates that the amount of MN containing OC factors is not modified in the absence of Foxp1. (J-M) 

Overexpression of Hnf6 or Oc2 in chick embryonic spinal cord at HH14 results in induction of Foxp1 

expression 24 hours after electroporation. (N) Quantification of Foxp1+ cells on the control or 

electroporated side of chick spinal cord 24 hours after Oc factors misexpression. Scale bars=80µm (A-H) 

or 250µm (J-M). 
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Figure S3. OC factors act upstream of Sip1, which is dispensable for MN differentiation at e10.5. 

(A-L) Labeling for Sip1 indicates that Sip1 is not altered in spinal progenitors but is absent from 

prospective visceral MN from e10.5 onward. Labeling for OC factors and MN markers demonstrate that 

MN differentiation and OC distribution in MN is normal in Brn4::Sip1 conditional mutant  

embryos at e10.5. (M) Quantification of Olig2+ progenitors and MN markers in control or Brn4::Sip1 

mutant spinal cord at e10.5 indicates that MN differentiation is unaffected by the absence of Sip1. (N) 

Quantification of OC+ cells shows that the number of MN containing OC factors is not modified in the 

absence of Sip1. (O-R) Overexpression of Hnf6 or Oc2 in chick embryonic spinal cord at HH14 results in 

the induction of Sip1 expression 6 hours after electroporation. (N) Quantification of Sip1+ cells on the 

control or electroporated side of chick spinal cord 24 hours after OC factors misexpression. PGC: 

preganglionic column. Scale bars= 100µm (A, G), 70µm (B-F, H-L) or 150µm (O-R).  
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Figure S4. Modification of the ratio between somatic and visceral MN in the absence of OC factors. 

(A-D) Colabeling for the MN marker MNR2/Hb9 and the V2 interneuron marker Chx10 or the apoptosis 

marker activated-Caspase3 in the ventral spinal cord at e12.5 indicates that the loss of somatic MN in 

Hnf6/Oc2
-/-

 embryos neither result from fate conversion into V2 interneurons nor from increased 

apoptosis. (E) Quantification of Chx10+ or activated-Caspase3+ cells in control or Hnf6/Oc2 null 

embryos. (F-N) Distribution of MN columnar subtype markers at thoracic levels of the spinal cord in 

Hnf6 or Oc2 single mutant embryos at e12.5 shows production of supernumerary visceral MN at the 

expense of somatic MN in Hnf6
-/-

 embryos (* = p<0.05 and ** = p<0.01). No significant difference was 

detected in Oc2
-/-

 spinal cord. PGC: preganglionic column; MMC: median motor column; HMC: hypaxial 

motor column, V2= V2 interneurons. Scale bar= 100µm. 
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Figure S5. OC factors control the identity of brachial LMCm neurons.  

(A-H) Distribution of LMC columnar subtype markers in control or Hnf6/Oc2
-/-

 embryos at e10.5 shows 

a significant increase in LMCl neurons at the expense of LMCm neurons. (I-J) Quantitative analysis of 

LMC markers at brachial levels of the spinal cord at e10.5 indicates that LMC neurons are properly 

produced in the absence of OC factors but that all the LMC cells display the molecular identity of LMCl 

neurons (*** = p<0.001). (K-S) Distribution and quantification of columnar LMC markers at e12.5 in 

Hnf6 or Oc2 single mutant embryos shows a significant increase in the generation of LMCl neurons at 

the expense of LMCm neurons in Hnf6
-/-

 embryos. No significant difference was detected in Oc2
-/-

 

embryos (* = p<0.05 and *** = p<0.001). (T-U) However, whole-mount neurofilament 

immunofluorescence labeling shows that the motor nerve branch that innervates the ventral 

mesenchyme of the limb is present in both mutants. LMCm: medial portion of the lateral motor 

column, LMCl: lateral portion of the lateral motor column. Scale bar= 100µm. 
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4. RESULTATS SUPPLEMENTAIRES: 

Les facteurs OC contrôlent la migration des MN médullaires
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Figure 37: Les gènes Hox et la spécification des colonnes motrices le long de l’axe A/P de la moelle 

épinière. 

(A) Les gènes Hox6, Hox9 et Hox10 sont exprimés dans les MN à différents niveaux A/P de la moelle 

épinière et contrôlent l’identité des MN. L’activité de Hox6 contrôle l’identité de la LMC brachiale, Hox9 

contrôle l’identité de la PGC et Hox10 celle de la LMC lombaire. (B) Des répressions mutuelles entre 

Hox6, Hox9 et Hox10 affinent le profil des protéines Hox et le contrôle de l’identité de la PGC et des 

LMC. D’après Dasen and Jessell, 2009.  
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RAPPEL: Polarité A/P de la moelle épinière et migration des MN médullaires 

 La polarité A/P de la moelle épinière est due à l’expression des gènes Hox. Hox6 et 

Hox10 sont présents dans la région des membres (respectivement en région brachiale et en 

région lombaire), tandis que Hox9 délimite la région thoracique (Figure 37) (Dasen and 

Jessell, 2009). Les MN somatiques de la LMC sont présents uniquement dans la région 

brachiale ou lombaire de la moelle épinière. La restriction de cette colonne dans la région 

des membres se fait grâce à l’expression de Hox6 et de Hox10 dans les MN post-mitotiques 

de la LMC. Hox6 et Hox10 induisent une expression forte Foxp1 qui est nécessaire pour la 

différenciation de la LMC.  Dans la région thoracique, Hox9 induit une expression modérée 

de Foxp1 dans les MN viscéraux afin de produire la PGC. Les colonnes HMC et MMC 

n’expriment pas de gènes Hox et, par conséquent, sont présentes tout le long de la moelle 

épinière. Des répressions mutuelles entre les protéines Hox renforcent la régionalisation 

A/P du tube neural.  

 

 La glycoprotéine Reeline est impliquée dans l’arrêt de la migration de la PGC et  le 

contrôle de la position relative des deux divisions de la LMC. Cependant, la migration des 

MN dans la moelle épinière ventrale est un mécanisme encore mal compris. En effet, bien 

que les MN migrent selon l’axe médio-latéral de la moelle épinière grâce à la glie radiaire, 

d’autres mécanismes doivent être impliqués dans la migration des MN pour expliquer la 

position stéréotypée des colonnes motrices. Notamment, des molécules chimiotropiques 

(Sémaphorines, Nétrines, protéines Slits, Ephrines) ont été détectées dans la moelle 

épinière ventrale et pourraient contrôler la migration des MN médullaires.  
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Figure 38: Les facteurs OC contrôlent la migration des MN 

médullaires. 

(A-J) Des analyses par immunofluorescence in toto sur moelle entière 

(disposition à livre ouvert) montrent des problèmes de migration 

(flèches) et de polarité de l’axe A/P chez les embryons Hnf6/Oc2
-/-

. 

(K-L) Immunomarquage sur coupe à la jonction brachiale-thoracique. 

(M-X) Etudes de l’expression des molécules chimiotropiques 

exprimées dans les MN de la LMC.  
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4.1. Résultats 

 En absence des facteurs OC, nos analyses par immunofluorescence in toto sur 

moelle entière (disposition à livre ouvert) montrent que la LMC adopte une conformation 

en « zigzag » anormale au stade embryonnaire e12,5 (Figure 38F,J). Cette forme particulière 

pourrait être due à un problème de migration des cellules de la LMC. Pour tester cette 

hypothèse, nous avons d’abord effectué des immunomarquages sur coupes afin de vérifier 

l’expression de Reelin dans la moelle ventrale d’embryons Hnf6/Oc2
-/-

. Cette analyse n’a 

rien démontré d’anormal: la Reeline est toujours présente dans la moelle épinière ventrale 

et entoure le domaine des MN (résultats non présentés).  

Parmi les nombreuses molécules chimiotropes qui ont été décrites comme participant à la 

migration cellulaire dans le SNC, nous avons sélectionné, après analyse in situ sur coupes 

d’embryons contrôles, une partie de celles exprimées dans les MN de la LMC. Huit candidats 

potentiels ont été retenus : EphA4, EphB1, EphB2, Sema4F, Sema3E, Nrp2, PlxnA3 et 

PlxnA4. Par la suite, nous avons vérifié l’expression de ces différents candidats par analyse 

in situ sur coupes d’embryons Hnf6/Oc2
-/-

. L’expression d’EphA4 et d’EphB1 joue un rôle 

primordial dans le contrôle de l’innervation des membres et est modifiée dans la LMC en 

absence des facteurs OC, suite au changement d’identité des neurones de LMCm observé 

chez ces embryons (voir p.79). De la même manière, EphB2 est exprimée plus fortement 

dans les cellules de la LMCl, tandis que l’expression de PlxnA4 est fortement détectée dans 

la LMCm. Les modifications observées dans l’expression de ces molécules chimiotropiques 

pourraient résulter du changement d’identité au sein de la LMC (Figure 38S,X). En absence 

des facteurs OC, l’expression dans la LMC des autres candidats  potentiels (Sema4F, 

Sema3E, Nrp2 et PlxnA3) est toujours détectée et le niveau d’expression ne semble pas 

altéré (Figure  38T-W). Ainsi, aucune modification significative dans l’expression de ces 

facteurs ne permet d’expliquer la conformation particulière de la LMC en absence des OC.  

 

Les analyses in toto sur moelle entière démontrent également que les facteurs OC 

sont importants pour la restriction des colonnes dans les différentes régions de l’axe A/P de 

la moelle épinière. En effet, en absence des facteurs OC, la LMC s’étend anormalement dans 

la région thoracique et on observe la coexistence, à un même niveau, de la LMC et de la 

PGC (Figure  38G,I). Cette dernière information a, par ailleurs, été confirmée par coupes 

transversales (Figure 38L). La polarité A/P de la moelle épinière étant déterminée par 
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l’expression des gènes Hox, nous avons vérifié, par immunofluorescence sur coupes 

transversales, la présence de Hox6, Hox9 et Hox10 dans les MN médullaires. En absence des 

facteurs OC, Hox6 est toujours détectée dans les neurones de la LMC brachiale, Hox9 dans 

les neurones de la PGC et Hox10 dans ceux de la LMC lombaire (résultats non présentés). 

Cependant, la présence de neurones de la LMC dans la région thoracique pourrait résulter 

de l’extension du patron d’expression de Hox6 et de Hox10 dans cette région. Pour vérifier 

cette hypothèse, des analyses par immunofluorescence in toto sur moelle entière 

(disposition à livre ouvert) avec des anticorps dirigés contre Hox6, Hox9 et Hox10 est 

nécessaire. Cependant, cette expérience n’a pu être réalisée suite à l’incompatibilité des 

anticorps avec notre protocole d’immunofluorescence in toto.  

 

4.2. Discussion et perspectives 

 La migration cellulaire au sein de la moelle épinière ventrale est un processus encore 

mal compris. Des études récentes ont démontré que la Reeline jouait un rôle important 

dans le contrôle de la migration des MN médullaires en modifiant le cytosquelette de ces 

cellules (Palmesino et al., 2010). Notamment, la répression mutuelle entre Lhx1 et Isl1 au 

sein des deux divisions de la LMC détermine la position relative de la LMCm ou de la LMCl 

grâce à la voie de signalisation de la Reeline (voir p.37). Le facteur Lhx1, en induisant un 

niveau fort d’expression de Dab1, positionne les cellules de la LMCl. Dans les embryons 

mutants conditionnels pour Lhx1, de nombreux neurones de la LMCl sont situés dans une 

position médiane anormale. Au contraire, la surexpression d’Isl1 dans la moelle d’embryons 

de poulet réduit significativement l’expression de Dab1. De manière étonnante, malgré 

l’absence d’Isl1 et l’expansion de Lhx1 dans la LMC des embryons mutants Hnf6/Oc2, les 

MN de la LMC sont positionnés normalement (voir p. 79). Cette observation suggère que les 

protéines OC pourraient coopérer avec la voie de signalisation de la Reeline pour contrôler 

la migration des neurones de la moelle épinière. Cependant, la Reeline est présente dans la 

moelle épinière ventrale chez les embryons Hnf6/Oc2
-/-

, démontrant que l’expression de 

son gène n’est pas sous le contrôle des protéines OC. Ces dernières pourraient cependant 

contrôler les autres composantes de la voie de signalisation de la Reeline, notamment 

Dab1.  

 Les facteurs OC ont été impliqués dans la migration des hépatoblastes au cours du 

développement du foie. Nos données suggèrent que les facteurs OC interviennent  
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également dans la migration neuronale. Cependant, aucun mécanisme impliquant les 

facteurs OC dans la migration des MN au sein de la moelle épinière ventrale n’a été 

découvert. Afin d’identifier les cibles potentielles directes ou indirectes des facteurs OC 

dans le contrôle de la migration des cellules ventrales, un criblage par PCR quantitative ou 

micro-arrays sur des moelles d’embryons Hnf6/Oc2
-/-

 pourrait être judicieux. Des analyses 

par RT-qPCR et in situ  permettraient de vérifier les résultats obtenus par criblage génétique 

et de poursuivre l’étude des mécanismes contrôlant la migration des populations ventrales 

de la moelle épinière.  
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5. DISCUSSION GENERALE  

 

5.1. Les facteurs OC et la diversification neuronale 

 La comparaison du génome de plusieurs organismes révèle une surprise au niveau du 

contenu génétique : les cellules des vertébrés contiennent seulement deux fois plus de 

gènes que celles des invertébrés, et cette augmentation résulte surtout de la duplication des 

gènes existants plutôt que de l’apparition de nouveaux gènes (Levine and Tjian, 2003; Tam 

and Lim, 2008). Si le nombre de gènes n’a pas été modifié de manière significative au cours 

de l’évolution, quels mécanismes sont responsables de l’incroyable diversité cellulaire 

observée chez les vertébrés ? 

Ces dernières années, de nombreuses publications suggèrent que cette diversification 

cellulaire résulte d’une régulation de plus en plus complexe de l’expression des gènes (Fry 

and Farnham, 1999; Alvarez et al., 2003; Hobert, 2008; Tam and Lim, 2008). En effet, 

l’identité cellulaire est déterminée par les protéines présentes dans le cytoplasme et le 

noyau, et donc par le patron d’activité des gènes. Les cellules eucaryotes contiennent 

environ 25 000 gènes (Levine and Tjian, 2003; Tam and Lim, 2008). Certains sont exprimés 

en permanence dans toutes les cellules et sont responsables des fonctions métaboliques 

comme la respiration cellulaire (gènes constitutifs) ; d’autres sont exprimés lorsque la cellule 

entre en différenciation ou lorsqu’elle a atteint un niveau de différenciation particulier (le 

gène Isl1 dans les MN post-mitotiques ou celui codant pour la kératine dans les cellules de 

l’épiderme par exemple) ; et, enfin, certains gènes sont exprimés lorsque l’environnement 

cellulaire extracellulaire se modifie (Levine and Tjian, 2003). L’expression d’un gène peut 

être contrôlée par différents mécanismes. Dans un premier temps, l’activation 

transcriptionnelle résulte de la liaison de facteurs de transcription sur le promoteur ou sur 

les éléments cis-régulateurs d’un gène (enhancers). Ensuite, l’épissage alternatif est un 

processus post-transcriptionnel permettant la production de plusieurs protéines isoformes à 

partir d’un gène unique. Ce phénomène initialement décrit pour un nombre restreint de 

gènes semble commun à l’ensemble du génome. Aujourd’hui, on estime qu’un gène donne 

naissance en moyenne à trois ARNm différents, ce qui résulte à la production de plus de 75 

000 protéines à partir des 25 000 gènes. Enfin, une bonne partie de l’ADN n’est pas codante 

et exerce des fonctions encore mal décrites. Cet ADN non-codant pourrait jouer un rôle 
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crucial dans la régulation de l’expression des gènes en modifiant l’état de la chromatine (de 

Laat and Grosveld, 2003; Levine and Tjian, 2003; Tam and Lim, 2008; Ho and Crabtree, 

2010). De plus, des ARN non-codant, les micro-ARN, inhibent l’expression d’un gène en se 

liant à son ARNm afin de provoquer sa dégradation et/ou réprimer sa traduction en 

protéine. Finalement, les mécanismes épigénétiques jouent un rôle important dans la 

stabilité des profils d’expression des gènes au cours du développement et de la 

différenciation cellulaire.  

Nous nous concentrerons ici sur le premier mécanisme de régulation de l’expression d’un 

gène, la transcription. En effet, notre étude portant sur les rôles des régulateurs OC au cours 

du développement des MN médullaires montre que les protéines OC interviennent dans la 

diversification neuronale en contrôlant l’activité de certains gènes au sein de la moelle 

épinière ventrale. De plus, le mécanisme d’action des protéines OC au sein des MN 

médullaires permet d’illustrer comment une seule famille de facteurs de transcription est 

capable de générer une telle complexité cellulaire au sein des organismes supérieurs (Figure 

39) (Fry and Farnham, 1999; Alvarez et al., 2003; Hobert, 2008; Tam and Lim, 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Mécanismes d’action des 

facteurs de transcription qui 

permettent d’expliquer la 

diversification cellulaire au sein d’un 

organisme. 

Pleiotropie : Un facteur de 

transcription peut contrôler plusieurs 

cibles différentes au sein d’une cellule. 

Coopération : Les facteurs de 

transcription coopèrent ou s’associent 

avec des co-activateurs afin d’assurer 

la diversification neuronales. 

Accessibilité : Les régions non-

codantes de l’ADN modifient la 

chromatine et peuvent empêcher 

et/ou favoriser la liaison d’un facteur 

de transcription sur le promoteur d’un 

gène. 

Régulation : Certains facteurs de 

transcription doivent être activés par 

phosphorylation. 

Réseaux : les facteurs de transcription 

coopèrent dans des réseaux géniques.  

D’après Hobert, 2008.  
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 5.1.1. Pléiotropie: Les facteurs OC contrôlent l’expression de plusieurs gènes cibles 

  

« Afin d’assurer la différenciation cellulaire, un facteur de transcription peut contrôler 

l’expression de plusieurs gènes cibles au sein d’une même cellule » 

 

 Au cours de la différenciation des tissus dérivés de l’endoderme, les facteurs OC 

contrôlent la morphogenèse et la différenciation cellulaire en contrôlant l’expression de 

plusieurs gènes (voir p.53). Lors de la différenciation pancréatique, les protéines OC sont 

notamment importantes pour l’activation transcriptionnelle de Pdx1 et de Ngn3 (Jacquemin 

et al., 2000; Jacquemin et al., 2003a). Nos observations en gain et perte de fonction 

démontrent que les protéines OC contrôlent la diversification des MN dans toutes les 

régions A/P de la moelle épinière. L’importance de ces régulateurs transcriptionnels résulte, 

en partie, de l’interaction directe entre les protéines OC et les éléments cis-regulateurs 

situés en amont du gène Isl1. La liaison des facteurs de transcription sur les régions 

« enhancers » provoquerait un changement de conformation de l’ADN afin de permettre 

l’interaction entre les protéines régulatrices et le promoteur, induisant ainsi la transcription.  

Dans les MN médullaires, le gène Isl1 est donc une cible directe de l’activité 

transcriptionnelle des facteurs OC. Cependant, la surexpression d’Isl1 dans la moelle 

d’embryons de poulet n’est pas suffisante pour induire un phénotype inverse à celui observé 

chez les embryons doubles mutants pour les facteurs OC. Ces données indiquent que, outre 

le gène Isl1, les facteurs OC pourraient contrôler l’expression d’autres cibles afin de définir 

l’identité des sous-types de MN.  

Nos données en perte de fonction montrent également que, en absence des facteurs OC, 

l’expression de Foxp1 est perdue dans les MN viscéraux et l’activation de Sip1 est retardée. A 

l’inverse, la surexpression des facteurs OC dans la moelle épinière d’embryons de poulet 

induit l’expression de ces deux facteurs de transcription. Cependant, les facteurs OC sont 

exprimés au tout début de la différenciation des MN, lorsque les cellules deviennent post-

mitotiques (e9,5). L’expression de Foxp1 et de Sip1 apparaît plus tardivement dans les MN 

viscéraux, vers e10-e10,5. De plus, l’induction de Foxp1 dans la moelle d’embryons de poulet 

est détectée seulement 24h après l’électroporation (3h pour l’induction d’Isl1 par les 

protéines OC). Ces données laissent supposer que, bien que les facteurs OC soient toujours 

présents dans les MN à e10.5, l’activation transcriptionnelle de Foxp1 et de Sip1 est 
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contrôlée de manière indirecte par les protéines OC. Les séquences cis-régulatrices 

responsables de l’expression de Foxp1 et de Sip1 dans les MN viscéraux sont inconnues et, 

par conséquence, la présence ou non de sites de liaisons potentiels des protéines OC dans 

ces régions n’a pu être vérifiée. Cependant, des études d’homologie chez différentes 

espèces permettraient peut-être d’identifier les séquences cis-régulatrices des gènes Foxp1 

et Sip1.  

 

 Dans le passé, les études génétiques se concentraient surtout, pour des raisons 

techniques et conceptuelles, sur des gènes constitutifs et/ou exprimés dans un seul type 

cellulaire. Cependant, depuis plusieurs années, les chercheurs se penchent sur des 

problèmes présentant une complexité croissante : l’utilisation d’organisme ayant plusieurs 

milliers de gènes et des centaines de types cellulaires, études de gènes exprimés dans 

plusieurs types cellulaires… La plupart des facteurs de transcription qui interviennent dans 

ces études sont pléiotropes. Dès lors, l’inactivation d’un facteur de transcription n’influence 

pas une seule cible ou un nombre limité de cibles mais a des effets sur l’expression d’un 

grand nombre de gènes qui sont sous le contrôle de ce régulateur transcriptionnel. A 

l’inverse des méthodes d’étude classique, l’utilisation d’analyse globale à « haut débit » 

(micro-arrays) permet d’identifier de façon détaillée l’ensemble des cibles directes et/ou 

indirectes de ces facteurs de transcription pléiotropes. La découverte de l’ensemble des 

cibles potentielles amène progressivement à une vision fine des mécanismes à la base de la 

fabuleuse diversité neuronale observée dans le SNC. Dans le cadre de notre étude, des 

analyses par micro-arrays sur moelle d’embryons contrôles et mutants Hnf6/Oc2
-/-

 

permettraient d’identifier d’autres cibles potentielles (directes et indirectes) des facteurs OC 

durant le développement de la moelle épinière. De la même manière, l’insertion de la lignée 

HB9-GFP dans la colonie Hnf6/Oc2 permettrait d’isoler les MN médullaires par FACS et, 

après analyse micro-arrays, d’identifier les cibles potentielles des facteurs OC exclusivement 

dans les MN médullaires. Des expériences in situ et de RT-qPCR permettraient de valider les 

candidats potentiels identifiés.  

  

 Au cours de l’évolution, des mutations dans la séquence codante d’un gène 

pleiotrope auraient des effets importants sur tous les caractères qui sont sous le contrôle de 

ce gène. Il est donc peu probable que la sélection naturelle tolère beaucoup de 
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modifications de la sorte et la région codante pour des protéines pléiotropes est d’ailleurs 

extrêmement bien conservée au sein des différentes espèces (Carroll et al., 2008). Les 

répertoires de gènes sont donc très similaires entre des organismes morphologiquement 

très différents. A l’inverse, l’évolution des différences entre espèces a été favorisée par le 

fait que la plupart des gènes eucaryotes ont des séquences cis-régulatrices distinctes. 

Chacune de ces séquences régule l’expression de son gène dans différentes parties et à des 

moments différents du cycle de vie de l’organisme. Des preuves directes ont montré que les 

mutations dans les séquences cis-régulatrices permettent de changer sélectivement des 

caractères importants d’un organisme sans que les gènes eux-mêmes ou les protéines 

correspondantes soient concernées (Levine and Tjian, 2003; Hobert, 2008). Dès lors, des 

mutations dans les séquences cis-régulatrices ont permis au cours de l’évolution de modifier 

spécifiquement l’expression du gène correspondant dans un organe, un tissu ou un type 

cellulaire particulier, tout en évitant les effets pléiotropes qu’auraient pu avoir des 

mutations dans les séquences des gènes eux-mêmes (Carroll et al., 2008).  

 

 5.1.2. L’activité transcriptionnelle des facteurs OC est contexte-dépendante 

  

« La coopération entre des régulateurs transcriptionnels et/ou des co-activateurs augmente 

la complexité des mécanismes de régulation des gènes » 

 

 Des travaux précédents sur HNF-6 ont démontré qu’il contrôle la transcription de 

gènes cibles de trois manières différentes (Figure 40) (Plumb-Rudewiez et al., 2004) : 

 (A) HNF-6 peut se lier et stimuler directement le promoteur d’un gène cible. 

L’activation de l’expression de Hnf1β dans les hépatoblastes résulte ainsi de la liaison directe 

des protéines OC sur le promoteur (Clotman et al., 2002).  

 (B) La synergie transcriptionnelle permet la coopération de HNF-6 avec un autre 

facteur de transcription déjà présent sur le promoteur afin d’activer la polymérase sur le 

gène cible. Par exemple, la liaison de HNF-6 et de HNF-1α est nécessaire pour l’activation du 

gène codant pour HNF4-α (Hatzis and Talianidis, 2002). Sur le promoteur de la glucose-6-

phosphatase, HNF-6 interagit avec HNF-4  et recrute le co-facteur PGC-1α (Beaudry et al., 

2006). 
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Figure 40 : Mécanismes par lesquels 

HNF-6 participe à l’activité 

transcriptionnelle.  

LETF: liver-enriched transcription 

factor.  

D’après Plumb-Rudewiez et al., 2004. 

  (C) HNF-6 peut ne pas se lier directement avec l’ADN mais interagir avec un facteur 

de transcription déjà présent sur le promoteur et recruter un co-facteur afin de stimuler 

l’activité transcriptionnelle du gène cible. Les co-activateurs de HNF-6 interagissent avec le 

motif LSDLL du domaine CUT et peuvent moduler la fixation de la protéine sur les sites de 

liaison potentiels. Deux co-facteurs pour les protéines OC ont été identifiés : p300/CAF et 

CBP (Lannoy et al., 1998). Par exemple, HNF-6 interagit avec le facteur de transcription 

FoxA2, lui-même lié au gène Foxa2, afin de recruter les co-activateurs p300/CBP (Rausa et 

al., 2003).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 Dans la moelle épinière ventrale, en absence des facteurs OC, l’expression d’Isl1 est 

perdue dans les MN viscéraux et dans la LMC, mais est maintenue dans les neurones 

somatiques de la MMC/HMC. De plus, l’absence des facteurs OC résulte en une perte de 

Foxp1 dans les MN viscéraux mais pas dans les cellules de la LMC. De la même manière, Isl1 

est exprimé au cours du développement dans les cellules endocrines du pancréas. 

Cependant, son expression n’est pas perturbée chez les embryons mutants OC, indiquant 

que les facteurs OC ne contrôlent pas l’expression de ce gène dans les cellules pancréatiques 

(Jacquemin et al., 2000). L’activité transcriptionnelle des protéines OC est donc contexte-

dépendante au cours du développement. Ces données suggèrent que des co-facteurs 

spécifiques modulent soit la liaison des facteurs OC sur les gènes cibles, soit l’activité 
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transcriptionnelle des facteurs OC. Les facteurs OC sont capables de se lier sur l’enhancer 

CREST2 du gène Isl1 mais pas sur CREST1, qui pourtant contient également un site de liaison 

potentiel. Ces données d’immunoprécipitation supportent l’hypothèse que des cofacteurs, 

présents dans les neurones de la LMC et de la PGC, assurent la liaison des protéines OC sur 

CREST2 afin d’activer l’expression d’Isl1 dans ces cellules. Les co-activateurs p300/CAF et 

CBP sont présents dans la moelle épinière ventrale (Lee et al., 2009). La compréhension de 

leur rôle et l’identification des co-facteurs des protéines OC dans les MN médullaires 

permettront une meilleure analyse des mécanismes transcriptionnels régulant la 

diversification neuronale.  

  

 Chez un organisme supérieur, il existe moins de facteurs de transcription que de 

types cellulaires. Dès lors, la diversification cellulaire repose sur la liaison d’une combinaison 

de facteurs de transcription sur les séquences cis-régulatrices d’un gène à un moment donné 

(Mannervik et al., 1999; de Laat and Grosveld, 2003; Levine and Tjian, 2003). Un gène est 

typiquement régulé par son promoteur adjacent mais également par plusieurs régions cis-

régulatrices (Figure 41). Ces séquences régulatrices contiennent, en moyenne, dix sites de 

liaisons pour des facteurs de transcription. De multiples régulateurs transcriptionnels 

peuvent donc s’accumuler sur les séquences cis-régulatrices.  

Les facteurs de transcription possèdent, en plus de leur domaine de liaison à l’ADN, plusieurs 

autres domaines fonctionnels importants pour leur interaction avec leurs co-facteurs ou 

avec les autres régulateurs transcriptionnels présents sur les enhancers (Fry and Farnham, 

1999; Hobert, 2008; Tam and Lim, 2008). Des changements dans la conformation des 

domaines fonctionnels des facteurs de transcription et/ou des interactions covalentes avec 

d’autres facteurs régulent la transcription, selon qu’ils permettent le recrutement ou non de 

l’ARN polymérase. L’expression d’un gène au sein d’une cellule repose donc sur la formation, 

au niveau de ses enhancers, d’un complexe de facteurs de transcription et de leurs co-

facteurs. Ce mécanisme de régulation transciptionnelle permet de renforcer la complexité 

des organismes, sans pour autant augmenter le nombre d’acteurs. Un exemple typique est 

fourni dans la moelle épinière ventrale où la présence de Lhx3 et du co-facteur NLI induit les 

gènes nécessaires pour la différenciation des interneurones V2a (Chx10 par exemple) en 

formant des complexes tétramériques 2NLI :2Lhx3 tandis que la présence d’Isl1 dans les MN 

entraîne la formation de complexes héxamériques 2Isl1 :2NLI :2Lhx3 qui induiront 
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Figure 41 : Régions régulatrices de 

la transcription chez les gènes 

eucaryotes.  

La régulation complexe de la 

transcription des gènes eucaryotes 

provient d’interactions complexes 

entre les facteurs de transcription 

spécifiquement liés à l’ADN et du 

complexe basal de transcription.  

D’après 

http://wwwmns.bionet.nsc.ru/mg

s/gnw/trrd/db_schema.shtml. 

 

l’expression des gènes de différenciation motoneuronale (Hb9 par exemple) (Lee and Pfaff, 

2001; Thaler et al., 2002; Lee et al., 2004; Lee et al., 2008; Song et al., 2009).  

Au sein des protéines OC, la fonction de la plupart des domaines conservés a pu être 

identifiée par mutagenèse dirigée. Cependant, aucun rôle n’a pu être, à ce jour, attribué au 

reste de la séquence codante. Ces régions pourraient intervenir dans l’interaction avec 

d’autres facteurs de transcription et/ou avec des co-facteurs, mais également être 

nécessaires pour le recrutement de la machinerie transcriptionnelle.  

 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Des études des séquences montrent que les régions codantes pour les facteurs de 

transcription sont fortement conservées au cours de l’évolution (voir p108). Cependant, le 

nombre de régions cis-regulatrices augmente au fur et à mesure de l’évolution. 

Typiquement, les gènes des organismes supérieurs possèdent plusieurs régions enhancers 

tandis que le génome des levures n’en contient aucune (Levine and Tjian, 2003). 

L’augmentation du nombre de régions régulatrices est donc impliquée dans l’évolution de la 

complexité au cours du développement. De plus, le génome des levures contient environ 

300 facteurs de transcription (un tous les 20 gènes), tandis que celui des humains en 

exprime plus de 3000 (1 tous les 10 gènes). Ce nombre accru de facteurs de transcription par 

gène se traduit par une augmentation du nombre de combinaisons possibles d’interactions 

entre les différents régulateurs présents au niveau des enhancers. L’ensemble de ces 

processus, plus que l’augmentation du nombre de gènes, distingue les organismes simples et 

complexes (de Laat and Grosveld, 2003; Levine and Tjian, 2003).   
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 5.1.3. Les facteurs OC sont impliqués dans de multiples  réseaux géniques   

  

« La formation de deux sous-populations de neurones à partir d’un même domaine 

progéniteur fait intervenir une combinaison de facteurs de transcription» 

  

 En plus de leurs interactions au niveau des séquences cis-régulatrices, la présence de 

plusieurs facteurs de transcription au sein d’une cellule permet la formation de réseaux 

géniques. La formation de boucles d’auto-régulation, de rétro-contrôle ou des mécanismes 

d’induction et/ou de répression entre ces régulateurs transcriptionnels permet d’amplifier 

ou de diminuer un signal, d’assurer la persistance ou l’oscillation de l’expression d’un gène 

Notre étude a permis de proposer un réseau moléculaire présent dans les MN médullaires et 

impliquant les facteurs transcriptionnels Foxp1, Isl1, Hb9 et la famille OC. Ce réseau aboutit 

à la diminution de l’expression d’Isl1 dans certains MN et à la différenciation viscérale. 

D’autres publications récentes démontrent que des réseaux génétiques contrôlent la 

différenciation cellulaire de deux sous-populations formées à partir d’un même domaine 

progéniteur (Hobert, 2008; Tam and Lim, 2008). Notamment, la moelle épinière est divisée 

en plusieurs domaines progéniteurs le long de l’axe D/V. Les cellules progénitrices exprimant 

Mash1 donnent naissance à deux populations d’interneurones dorsaux : les dILA et les dILB. 

Ces deux sous-populations sont distinctes par le maintien de l’expression de Mash1 dans les 

dILA. Des études en perte et gain de fonction assignent à Mash1 une fonction dans la 

division asymétrique des cellules et indiquent que ce facteur de transcription coordonne la 

sortie du cycle cellulaire et la spécification de la cellule-fille qui donnera naissance aux 

interneurones dILA (Wildner et al., 2006). Dans les embryons mutants pour Mash1, le 

développement des dILA est perturbé, mais pas celui des dILB (Wildner et al., 2006).  

De la même manière, le domaine progéniteur p2 est caractérisé par l’expression de Foxn4, 

Mash1, Dll4, Lhx3 et Gata2. Suite à l’activation de la voie Notch, cette population homogène 

de progéniteurs donnera naissance à deux sous-populations, chacune exprimant une 

combinaison de facteurs de transcription : les V2a sont caractérisés  par la présence de 

Chx10, Dll4 et Lhx3 tandis que les V2b expriment Foxn4, Mash1 et Gata2/3 (Del Barrio et al., 

2007). Nos études démontrent l’existence d’un tel mécanisme au sein des MN médullaires. 

En effet, les MN viscéraux et somatiques sont générés à partir d’une population homogène 

de cellules progénitrices. Cependant, le mécanisme permettant la formation de ces deux 



  Discussion générale 

 - 116 - 

sous-populations n’a pas encore été complètement découvert. En effet, l’implication de la 

voie Notch dans la ségrégation des MN viscéraux et somatiques, comme dans le cas des 

interneurones V2a, devrait être vérifiée.  

 

 

 5.1.4. L’activité transcriptionnelle des facteurs OC évolue au cours du temps 

  

« Les rôles des facteurs de transcription évoluent au cours de la différenciation d’une 

cellule ». 

  

 De nombreux facteurs de transcription sont exprimés tout au long du processus de 

différenciation des MN médullaires (Ericson et al., 1992; Tsuchida et al., 1994; Tanabe et al., 

1998; Arber et al., 1999; Thaler et al., 1999). Ces régulateurs peuvent acquérir plusieurs 

fonctions au cours temps. L’expression du gène Isl1 est observée dès la sortie du cycle 

cellulaire et est maintenue dans certaines colonnes motrices. Dans un premier temps, Isl1 

intervient dans la survie et dans la consolidation de l’identité des MN (Pfaff et al., 1996; 

Thaler et al., 2004; Song et al., 2009). Nos études démontrent qu’Isl1 est ensuite un élément 

majeur dans le contrôle de la ségrégation entre les MN viscéraux et somatiques. A un stade 

plus tardif, l’expression d’Isl1 est nécessaire dans les neurones de la LMCm afin de contrôler 

la position relative des corps cellulaires au sein de la LMC et la projection des axones de la 

LMCm vers la partie ventrale des membres (Kania et al., 2000; Luria et al., 2008; Bonanomi 

and Pfaff, 2010; Palmesino et al., 2010).  

 L’expression des facteurs OC est transitoire au cours de la différenciation des MN 

médullaires (Francius and Clotman, 2010). Cependant, bien que la distribution des OC soit 

progressivement restreinte à une fraction de MN durant le développement, une grande 

majorité des nouveaux MN post-mitotiques, des neurones de la PGC ou de la LMCm sont 

affectés par l’absence des protéines OC. Cette observation suggère que les facteurs OC 

exercent leur fonction aux premiers stades de la différenciation des MN, lorsqu’ils sont 

présents dans une vaste majorité de nouveaux MN post-mitotiques. Une autre explication 

possible viendrait de l’utilisation de co-facteurs par les protéines OC. En effet, les co-

activateurs des facteurs OC (CBP et p300/CAF) sont capables de réguler la transcription par 

modification de la chromatine grâce à leur activité acétyltransférase (Chakravarti et al., 
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1996; Kamei et al., 1996; Mannervik et al., 1999; Glass and Rosenfeld, 2000). Les 

modifications de la chromatine suite au recrutement de CBP ou de p300/CAF aux premiers 

stades  de la différenciation des MN médullaires pourraient influencer les étapes ultérieures 

du développement des MN (Cheung et al., 2000).  

Le maintien de l’expression des gènes Oc dans certaines fractions de MN pourrait 

correspondre à l’existence de pools de MN dans les diverses colonnes motrices. Ce maintien 

d’expression suggère que les protéines OC pourraient avoir des fonctions plus tardives. Des 

problèmes dans la formation des jonctions neuromusculaires ont d’ailleurs été observés 

chez les souris Hnf6
-/-

 (travail effectué au laboratoire par E. Audouard). Cependant, lorsqu’un 

facteur de transcription est présent à différentes étapes du développement neuronal, 

l’inactivation précoce du gène correspondant par recombinaison homologue (knock-out) ne 

permet pas l’étude des rôles tardifs au sein des différentes populations. L’utilisation de 

mutants conditionnels permet, dans certains cas, de contourner ce problème.  
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5.2. Les facteurs OC et la migration neuronale 

 Au sein de l’endoderme ventral, le développement du foie chez les mammifères est 

initié par la formation d’un  bourgeon hépatique. Les cellules hépatiques prolifèrent et 

envahissent le mésenchyme adjacent, avant de se différencier en hépatocytes et en cellules 

biliaires. Des études d’expression montrent que les protéines OC sont impliquées dans un 

réseau génique comprenant l’E-cadhérine, la thrombospondine-4 et l’osteopontine qui, en 

contrôlant la migration des hépatoblastes et l'adhérence cellulaire, régulent l’expansion du 

bourgeon hépatique (Margagliotti et al., 2007). 

Dans le SNC, les protéines OC sont également impliquées dans le contrôle du processus 

migratoire des neurones. En particulier, les facteurs OC sont exprimés dans le noyau 

dopaminergique A13 situé dans le diencéphale (Espana and Clotman, 2011). A la fin de son 

développement, ce noyau est situé à proximité de la lumière du troisième ventricule. Dans 

les mutants Hnf6/Oc2
-/-

, les neurones du noyau A13 se différencient normalement mais se 

dispersent dans le diencéphale et ne se rassemblent pas près du ventricule, provoquant la 

perte de leur phénotype dopaminergique et l'absence du noyau. Les facteurs OC pourraient 

donc intervenir dans la cohésion et/ou la migration de ce noyau. Cependant, les mécanismes 

contrôlés par les facteurs OC dans ce processus migratoire n’ont pas encore été étudiés.   

De plus, un autre projet de recherche au sein du laboratoire suggère que les facteurs de 

transcription OC sont impliqués dans la migration des interneurones ventraux de la moelle 

épinière (C. Francius, A. Harris et F. Clotman, travail en cours). Quatre classes 

d’interneurones ventraux (V0-V3) sont générées au cours du développement. Ces neurones 

post-mitotiques migrent hors de la zone ventriculaire selon une trajectoire stéréotypée afin 

d’atteindre leur destination finale et de se regrouper en plusieurs sous-populations qui 

contrôlent différents aspects de la locomotion. Les programmes génétiques et des voies de 

signalisation qui contrôlent la diversification et le processus de migration de ces 

interneurones ventraux ne sont pas encore complètement élucidés. Les facteurs de 

transcription OC sont exprimés dans les interneurones ventraux post-mitotiques. En absence 

des facteurs OC, la différenciation de certaines sous-populations d’interneurones ventraux 

est fortement altérée.  De plus, la migration des interneurones V0v, V1, V2a, V2b et V3 est 

anormale. En effet, les interneurones V2 migrent anormalement vers la région dorsale de la 

moelle tandis que les V1 se dirigent ventralement et dans une région proche du canal 

central. Les V0v se concentrent anormalement ventralement et les V3 migrent latéralement 
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plutôt que dorsalement. Des analyses in situ effectuées sur des coupes d’embryons mutants 

Hnf6/Oc2 montrent que l’expression de certaines molécules chimiotropiques est perturbée 

dans les interneurones ventraux en absence des protéines OC. Notamment, on observe une 

diminution de l’expression d‘ErbB4, de Nrp2 et de Sema5A dans certaines populations 

d’interneurones. Ces observations, ajoutées à celles obtenues avec les immunomarquages in 

toto des MN médullaires, suggèrent que les protéines OC pourraient contrôler certaines 

caractéristiques générales de la migration neuronale dans le SNC. Cependant, les 

mécanismes contrôlés par les protéines OC dans ce processus n’ont pas encore été identifiés 

et pourraient faire intervenir des régulateurs propres à chaque population cellulaire. Comme 

suggéré précédemment, des criblages à haut débit (microarrays) permettraient peut-être 

d’identifier les cibles potentielles des protéines OC au cours de la migration neuronale.  
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5.3 Anomalies locomotrices chez les individus adultes 

 Au cours du développement embryonnaire, notre étude montre que la 

différenciation et la diversification des MN sont altérées chez les souris mutantes pour les 

facteurs de transcription OC. Dès lors, l’absence des protéines OC pourrait engendrer des 

désordres locomoteurs importants chez ces souris knock-out à l’âge adulte.  

 

 Les protéines OC sont détectées dans les dérivés de l’endoderme, notamment le foie 

et le pancréas. Dans ces derniers, les facteurs OC contrôlent de manière redondante 

différents aspects de la différenciation cellulaire et de la morphogenèse au cours du 

développement. Par conséquence, l’absence des protéines OC engendre des anomalies de 

taille et de différenciation du foie (absence de la vésicule biliaire, canaux biliaires 

anormaux…) ainsi que des anomalies de différenciation et de morphogenèse du pancréas 

(apparition de kystes, absence de cellules endocrines à la naissance…).  Les souris Hnf6-/- 

sont également diabétiques. 

L’observation des souris doubles knock-out pour Hnf6 et Oc2 montre que ces souris meurent 

dès la naissance. La cause de cette mortalité n’a pas encore été complètement élucidée. 

Cependant, on peut émettre l’hypothèse que l’ensemble des anomalies observées au niveau 

des dérivés de l’endoderme provoque la mort des nouveaux-nés. De plus, nos études sur le 

développement des MN nous laissent supposer que ces souris souffriraient également de 

désordres locomoteurs les empêchant de se mouvoir. Les fœtus doubles knock-out 

Hnf6/Oc2 semblent d’ailleurs paralysés à e18.5 (absence de réaction motrice à la 

stimulation). L’hypothèse que les centres respiratoires se développent anormalement chez 

ces embryons est également envisagée.  

  

 Parmi les protéines OC, HNF-6 joue un rôle prépondérant dans la différenciation et la 

diversification des MN de la moelle épinière. Des anomalies de différenciation des MN, bien 

que moins marquées que chez les doubles mutants, sont d’ailleurs observées chez les 

embryons simples mutants Hnf6. Ces souris survivent à la naissance mais le taux de 

mortalité demeure élevé (seul 25% des nouveaux-nés survivent après 10 jours). Le nombre 

de MN somatiques est normal à la naissance en absence de Hnf6 tandis que la population 

viscérale semble augmentée. Cette observation laisse supposer qu’une élimination moindre 

des MN somatiques se déroule au cours de la phase d’apoptose (e14.5).  
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Figure 42 : A) Les nouveaux-nés EphA4 montrent une position anormale (flèche) 
des membres postérieurs à P5. D’après Helmbacher et al., 2000. B) Les nouveaux-
nés Hnf6-/- (à gauche) présentent une position anormale des membres postérieurs 
à P7 par rapport aux souris contrôle (à droite). Réalisé par F. Lemaigre 
 

Au cours du développement, les embryons EphA4-/- montrent un phénotype inverse à celui 

observé chez les mutants pour les protéines OC : les axones issus de la LMCl sont dirigés 

anormalement vers la partie ventrale, provoquant une hypotrophie des muscles situés dans 

la partie dorsale. Par conséquent, les nouveaux-nés EphA4 montrent une position anormale 

des membres postérieurs (Figure 42a) (Helmbacher et al., 2000). En absence de Hnf6, une 

partie des cellules de la LMCm perdent leur identité au profit de celle de la LMCl. Une 

hypotrophie des muscles situés dans la partie ventrale des membres est dès lors attendue 

chez ces souris mutantes à l’âge adulte. Cependant, l’analyse des muscles issus du bourgeon 

ventral des membres chez les nouveaux-nés Hnf6-/-  montrent que certains d’entre eux sont 

hypotrophiés (muscle gastrocnémien) tandis que d’autres sont hypertrophiés (muscle 

solaire). De plus, le muscle « tibialis antérieur », pourtant issu du bourgeon dorsal des 

membres, est également hypotrophié. L’hypothèse que, chez les nouveaux-nés Hnf6-/-, 

l’hypotrophie du gastrocnémien est compensée par une hypertrophie du muscle solaire est 

envisagée. Toutes ces observations expliqueraient la position anormale des pattes 

postérieures chez les souris Hnf6-/- à la naissance (Figure 42b). Cependant, conclure que ces 

anomalies résultent uniquement des problèmes de différenciation des MN au cours du 

développement est spéculatif. En effet, les souris Hnf6-/- présentent également des 

anomalies de  formation (absence de synaptophysine) et du retard de développement des 

jonctions neuro-musculaires (E. Audouard, travail en cours). De plus, les souris Hnf6-/- 

développent le diabète à la naissance et il a déjà été prouvé que le diabète contribue dans 

certaines situations à l’hypotrophie des muscles. 
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 Des tests comportementaux effectués sur les souris Hnf6-/-  sont actuellement en 

cours au sein de notre laboratoire (travaux effectués par E. Audouard). Des analyses en 

open-field, de rotarod ou de grip-strength démontrent que ces souris souffrent de désordres 

locomoteurs (réduction de la force musculaire, phénomène de circling, problème de 

coordination lors de la marche, hyperactivité, problème d’équilibre…). De nombreuses 

expériences démontrent que les interneurones ventraux participent au contrôle de la 

marche en constituant des circuits locomoteurs. Ainsi, les souris mutantes pour EphA4  

souffrent de problème de rythmicité et d’alternance gauche/droite au cours de la marche. 

Ces désordres locomoteurs résulteraient, non pas de l’absence d’innervation dans la partie 

dorsale des membres, mais bien d’une projection anormale de certains axones 

d’interneurones ventraux du côté contro-latérale de la moelle épinière (Kullander et al., 

2003). Dès lors, l’expression des facteurs OC dans certaines populations d’interneurones, 

ainsi que les anomalies de différenciation de ces populations observées en absence des 

facteurs OC (C. Francius, travail en cours) pourraient contribuer au phénotype observé chez 

les souris mutantes Hnf6-/-.  La perte d’équilibre et les anomalies de coordination pourraient 

également provenir d’une différenciation anormale de certains lobes du cervelet au cours du 

développement embryonnaire (E. Audouard, travail en cours). Finalement, des anomalies de 

différenciation de certains centres moteurs situés dans l’encéphale pourraient contribuer 

aux désordres locomoteurs observés. Les facteurs OC ont d’ailleurs été impliqués dans la 

différenciation et le maintien du Locus Coeruleus et du noyau A13, deux noyaux 

catécholaminergiques impliqués dans l’hyperactivité (Espana and Clotman, 2011). 

L’expression et l’importance des facteurs OC dans d’autres noyaux de l’encéphale restent à 

étudier.  

En conclusion, toutes nos données montrent que les facteurs OC sont importants pour la 

différenciation et la diversification des MN de la moelle épinière au cours du 

développement. Cependant, le large patron d’expression des gènes Oc dans le système 

nerveux central rend tout lien avec les désordres locomoteurs observés chez les individus 

mutants adultes délicat et nécessite une analyse multi-factorielle. 
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