Développement prénatal du systeme
nerveux central

Cytogenese et histogenese du tube
neural.

Cellules souches neurales



Biologie du développement

1cellule ceuf » organisme multicellulaire complexe et
préecise++

Chaque cellule ale méme génome

Expression sélective de génes controlant 4 processus
essentiels: proliferation, difféerenciation, interaction et
mouvement cellulaire

Meéecanismes universels du développement animal

Pas de commandement général
Mémoire cellulaire



Clivage de I'ceuf fecondeé

Zone pellucide

24 jour
4 blastomeres

J1: 2 premiers
blastomeéres

blastomeres totipotents




Morula

J4 (morula)
16 a 30 blastomeéres

Divisions asynchrones et asymétriques

Début du processus de polarisation (compaction)
-> A : futur pole abembryonnaire

=B : futur pole embryonnaire




De |la morula au blastocyste

Trophoblaste polaire

Vers J5 :blastocyste

Embryoblaste ou bouton embryonnaire
Masse cellulaire interne

Refoulée au pole embryonnaire

< Trophoblaste mural

Cellules de la masse cellulaire interne sont pluripotentes

Cellules souches embryonnaires

Capables de se différencier dans tous les lignages somatiques
Capables sous certaines conditions de se différencier en gonocytes
Sauf cellules du trophoblaste

Développement de tumeurs

Clonage thérapeutigue ,
J P 9 tératome



deuxieme semaine du développement :
disque embryonnaire didermique

Vers J7-8

Disque embryonnaire didermique
Epiblaste donnant la totalité de 'embryon.
Hypoblaste, tissu transitoire




Troisieme semaine du développement :
Gastrulation
Embryon tridermique

Ectoderme de
surface

cavité amniotique Plague neurale

A
ectoderme

chordo-
mésoderme

ndoderme



3eme semaine du développement :
Mise en place des axes de I'embryon

DORSAL

extrémité
cephalique
rostrale

ectoderme

[ { endoderme extrémité
caudale

vésicule vitelline
secondaire



Neurulation



Développement précoce du systeme
nerveux: différenciation du tube neural
et des crétes neurales

plague neurale
— i, T
p T )
. m

crétes

Mj rales

gouttiere neurale tube neural j2g

Vers J 19




Troisieme semaine du développement :
Induction neurale par défaut
plague neurale - neuroectoderme

Chordine

BMP4 Noggin
follistatine

ventralisante
épidermisante
antineuralisante

ectoderme latéral # ectoderme dorsomédian
ectoder me de surface plaque neurale



Bone Morphorgenesis Proteins (TGFp)

Meural Mn-rizural
plata ectodamn

Noggin, chordin,

Meural
groove  |Meural Fald cerberus,
dan, gremlin,
BMP follistatin
BEMPRII : BEMPRI
7o # -® - : AL iq

el

B ' Transcrptl{}naj Transcnphoned
co-activators Cco- represscrs
_— Yﬂm NPNFNT

A Liu, LA Niswander. Natures Reviews-Neuroscience dec 2005



Polarité antéro-postérieure du tube
neural.

rét_inuic
EUGE acid 1 : plaque préchordale
E"n 2: notochrode

3 organisateur isthmique



Formation des vésicules cérébrales primitives
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1 courbure mésencéphalique
2 courbure cervicale
3 courbure pontique



Cytogenese et histogenese du tube
neural.

Prolifération des cellules souches matricielles
neuroépitheliales

Differenciation et migration cellulaire
Differenciation des neuroblastes
Differenciation des cellules gliales



Ectoderme: épithélium prismatique
simple !

Neuroépithélium prismatigue speudostratifie
Cellules souches matricielles neuroepithéliales

Cellules bipolaires
Complexes de jonction
Lame basale externe
Cycle mitotigue +++
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Proliféeration des cellules souches
matricielles

B 5 & Caryocinese
| ————8€ translocation peériodique de leur
._____,--—1‘— ® noyau vers larégion ventriculaire
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r#/’_\ @ - épithélium pseudo-stratifié

1 chaque cellule a un prolongement
cytoplasmique basal

- Matrice épithéliale + dense
(w) - augmentation de |I’épaisseur
=,

‘.J.

-

..____.--""1;"“-
=10
.-v''""_'__-"‘--__,_l—-—..iI



Différenciation
matricielles

kg

|

®

des

cellules souches

Mitose asymeétrique
Deux cellules filles

v'Une cellule souche qui continue
de se diviser (auto-renouveller)

v'Un neuroblaste post-mitotique
qui sort du cycle cellulaire (jaune)
et perd le contact avec la lame
basale (engagee dans une voie
de differenciation)

Systeme Notch-Delta



Principales structures dérivéees de la zone du
manteau: neuroblastes et cellules gliales du SNC




tube neural différencié en 3
zones

Stage 10

Stage 14 . vVentricular germinal zone

- Marginal zone
Intermediate zone

B cortical plate

B s.oentricular zone

Sub plate

- Meo cortex

Stage 16




Tube neural vers 6 semaine




schéma de base du tube neural : 3 couches

couche ventriculaire ou germinative:
a l'origine des cellules souches donnant
naissance aux neuroblastes et cellules
gliales, puis cellules épendymaires,
pituicytes et pinéalocytes. A l'arrét des
mitoses: épendyme__

couche du manteau ou intermeédiaire:
neuroblastes ou glioblastes en voie de
différenciation, formera la substance
grise

couche marginale: rassemble des
cellules gliales et prolongements
neuronaux, formera la substance
blanche,



schéma de base du tube neural : évolution

schema de base :

- conserveé - moelle épiniere,

- reconnaissable avec modifications - tronc cerebral,

- modifications tres importantes - héemispheres cerebraux
migrations neuronales et mouvements de croissance
particuliers :

*migration de neurones de la couche intermédiaire péri-
épendymaire au-dela de la couche périphérique - cortex.
*neurones restant en place = noyaux gris centraux

en position profonde.




Développement de I’encéphale: Migration

radiaire

La plupart des neurones sont guidés dans leur migration de la zone
ventriculaire au cortex par les cellules gliales radiaires




Cytodifférenciation du cortex

Stage 10 [
tc=

tube neural primitif

Stage 14 Ventricular germinal zone
I Marginal zone Zone marg”']ale
Intermediate zone
Stage 16 - Cortical plate
- Subventricular zone 3 zones
Sub plate
- Meo cortex
Stage 22 I oiecuisr layer
Plaque corticale
Stage 23

zone subventriculaire

Early fetal period

Late fetal period

b "'l-

= "'
White matter Grey matter



Neurogenese chez ’'hnomme adulte

Nombre limité de n
produire de nouve

ans possibilité d’'en
9 'age adulte



Neurogenese chez ’homme adulte

Latoral wanirick

Subsamcubrzon lorg ltard vl girus denté de I'hippocampe

ufthe laberal venirichkes

région sous ventriculaire.

Gage FH mammalian neural stem cells Science 2000.



cellules souches neuronales adultes

capables de donner naissance aux principaux types cellulaires présents
dans le cerveau

Isolees et caractérisées in vitro
Marqueurs : nestine musashi 1

origine gliale ? Cellules progeénitrices circulant dans le sang?

Mécanismes contrblant la persistance de ce compartiment (concept de
niche) ?

Mécanismes controlant la determination/ différenciation des cellules
souches dans les lignées gliales et neuronales ?



Cellules souches adultes

*Définies par I'organe dont elles sont dérivées ou observees
In vivo: multipotente

(2) Capables de donner (1) Capables de

naissance a des progéniteurs s'auto-renouveler

45 | ie de | guiescente (survie de
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Cancer stem cell hypothesis

a O‘i—“‘*@ b T‘l@
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Tumour cells are Tumour cells are heterogeneous
heterogeneous, but most and only the cancer stem cell
cells can proliferate subset (CSC; yellow) has the ability
extensively and form to proliferate extensively and
new tumours form new twmaours

Reya et al, Mature 414, 105, 2001

(a): toutes les cellules d'une tumeur ont la capacité a se
diviser et a former de nouvelles tumeurs.

(b) quelques cellules spécifiques sont capables de former de
nouvelles tumeurs : les cellules souches cancéereuses




La notion de cellules souches cancéreuses date des années 1950 au moins,
mais pendant longtemps les scientifiques n'ont pas été en mesure de mener
a bien les expériences nécessaires pour prouver leur existence en separant
les cellules souches cancéreuses des autres cellules de la tumeur.

Les premieres experiences reussies ont ete effectuées sur des cellules
sanguines. En 1997, une équipe de chercheurs de l'université de Toronto a
implanté dans des souris des cellules cancéreuses prélevées chez des
patients atteints de leucémie

* 1 cellule leucémique humaine sur un million est capable de reproduire la
maladie.



ldentification :

-les cellules souches de la leucémie myéloblastique aigue: CD34+CD138-

- la protéine CD34 est également présent sur les cellules souches
hématopoiétiques saines.

- la protéine CD38 - observée sur la plupart des autres cellules leucémiques
est systématiguement absente des cellules souches leucémiques humaines.

En 2003, une autre equipe de chercheurs dirigée par le docteur Muhammad Al-

Hajj, a découvert qu'une petite minorité (environ 1a?2 %) de cellules
humaines de cancer du sein, pouvaient former des tumeurs une fois
implantées dans des souris.

Selon ces chercheurs, il existe dans latumeur une population de cellules
souches programmeées pour déclencher le cancer du cerveau. lls I’'ont
identifiée a partir d’échantillons de tumeurs humaines, puis injectée chez des
souris qui ont a leur tour développé une tumeur de la méme nature que celle

du patient d’origine (glioblastomes, médulloblastomes) CD 133+




ldentification de cellules souches cancéreuses
dans des cancers chez I’homme

Reya, T., Morrison, S. I, Clarke, M. FE & Weissman, L. L. Stem cells, cancer, and cancer stem cells,
Nature 414, 105-111 (2001 ),
Pardal, R, Clarke, M. & Morrison, 5. Applying the principles of stem-cell biology to cancer. Nat. Rev.
Cancer 3, 895502 (2003).
Lapidot, T. et al. A cell initiating human acute myeloid leukaemia after transplantation into SCID
mice, Nature 367, 645648 (1994 ),
Bonnet, D. & Dick, |. E. Human acute myeloid lenkemia is organized as a hierarchy that originates
from a primitive hematopoietic cell. Nature Mal. 3, 730-737 (1997),
. Al-Hajj, M., Wicha, M. 5., Benito-Hernandez, A., Morrison, S J. & Clarke, M. F. Prospective
identification of tumorigenic breast cancer cells. Proc Natl Acad. S4. USA 100, 3983-3988 (2003).
. Singh, 5. K. et al. Identification of a cancer stem cell in human brain tumors. Cancer Res. 63,
SB21-5828 (2003,
Dick, 1. E. Breast cancer stem cells revealed. Proc. Natl Acad. Sci USA 100, 3547-3549 (2003).



Table 1. Cell Types and Associated Tumors of the Central Nervous System.

Cell Type
Astrocyte

M euran

Oligode ndrocyte

Ependymal cell

Function

Provides nutrition, in-

sulation, and struc-
tural support far
NELrcns

Conducts electrical sig-

nals within neural
systems

Provides insul ation to

neurcnal asons to
facilitate signal con-

duction

Forms lining of the ven-
tricular system

Associated Tumors

Astrocytoma

Pilocrtic astrocytoma
Diffuse astrocytoma
Anaplastic astrocytoma

Glioblastoma
Oligoastmoytoma

Pleamarphic zanthoastro-
cytoma
Subependymal giant-cell

astmocytoma

Ganglicglioma
Gangliccytoma
Central neurccytoma

Oligodendroglioma
Oligoastrocytoma

Ep=ndy moma




Identification of human brain tumour initating cells : CD 133+

CD133 J14 apres injection
+

CD133-

a, Magnetic resonance imaging (MRI) scan of a mouse injected W|th 1, 000 CD133+ medulloblastoma cells
shows an enhancing mass under the injection tract (arrowheads) 14 weeks post-injection. b, ¢, Low (b)
and high (c) magnification histological sections of the xenograft show a highly cellular mass below the
injection site (white arrow in b). d, Histological section of mouse brain injected with CD133-
medulloblastoma cells shows the injection tract (black arrow), but no tumour formation. Scale bar on all
panels represents 100 microns.

Singh et al., 2004, Nature, 432 396-401



Classification des tumeurs
cérébrales

[ Medulloblastoma
(

-©

cell

Meuronal

progenitor
. Meural S@I #
E-T.EFI"I Id

progenitor

Dllgmdendrnglmma Oligodendrocyte



aCD 133+ CD 133' '-\\ Neuron
e
| Normal i Astrocyte
[ \{/Y}
9> - — SR

QOligodendrocyte

~ 2%

Self-renewing
stemn cells Early progenitor Later progenitor
(CD133Y cells (CD133Y)  cells (CD133)
Mature brain
cells (CD1337)
b | CD133-
e - CD133* — Abnormal
Cancer | | 'l',z-; F'_":'ge”’-"

I.-"-- E: - "\‘
derived | L9 8 ) )
from stem | [ e J *
| cels | KH, *

CD133" CD133* - W\
& @ 'ﬂ@ CD133"

| Normal

CD133
Abnormal
progeny

Cancer derived from
pragenitor cells

) CcD133 ® .
brain o SUD
2 o3 AN

a, In the normal brain, stem cells, which
express the CD133 marker and so are
designated CD133+, can generate new
stem cells by the process of self-
renewal. They can also produce early
progenitor cells (CD133+), and later
progenitor cells (CD133-) that give rise
to the mature forms of brain cells
(neurons, astrocytes and
oligodendrocytes, all CD133-). Unlike
the stem cells, progenitor cells have
limited ability to replicate.

b, Singh et al.1 have identified cancer
stem cells. Such cells could arise from
CD133+ brain stem cells, when loss of
normal constraints results in expansion
of the abnormal stem-cell pool, or from
early CD133+ progenitor cells as a
result of mutations that make these
cells self-renewing.

In either case, the cancer stem cells
also generate abnormally differentiated
CD133- progeny that cannot self-renew
and thus cannot form new tumours.



Conseéquence thérapeutique de la présence des CSC : tant que les cellules
souches d'un cancer ne sont pas deétruites, le cancer n'est pas gueri.

- Ces cellules souches sont en petit nombre (probablement 1/100eme a
1/1000eme des cellules présentes dans une tumeur).

-> Difficulté de les éradiquer et nécessité de marqueur pour les identifier



Therapeutic approach of cancer

] LIS that
kill twmour

: Tumour loses its
siem Calls

ability to generate
new cells

—

Drugs that kill

tumour cells

but NOECance .y

sterm cells ey /7 Tumour
' degenerates

-

Tumouwr shrinks
bt grows back

From Reya et al. Nature 2001 ; 414:105.



A Treatment with ionizing radiation
. Tumouwr shrinks but Glioblastoma regrowth
GliohEctoms CON33* cells persist in vitro and in vivo

F'.atiahnn
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b Treatment with BMPs

Ditferentiation of
S CD133" cells

Reduced tumorigenicity

Dirks., dec 2006, Nature, 444 687-688
Bao et al., dec 2006, Nature, 444 756-760
Piccirillo et al., dec 2006, Nature, 444 761-766



Couche ventriculaire ou germinative

Au cours du cycle cellulaire, les mitoses s’effectuent au
contact de la lumiere, d’'ou le nom de_zone germinative.

~
lame basale *
P00 @
00 ;
couche & ® \ /
germinative C@
matricielle = s|l.et 1 'O
ependymaire @ @é)

ventriculaire cavité épendymaire mitose



Couche intermédiaire ou manteau

neuroblastes (puis glioblastes)
gradient centrifuge

glie radiaire (organisation en colonne)
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Couche marginale

prolongements des neuroblastes du manteau de la region
consideéreée, puis par les prolongements de cellules d’autres
regions du systeme nerveux (pas de corps cellulaire)

future substance blanche : .
( / apres le
couche margindle 2&_3eme
jour
)9 @@ i

( \ é\ J'."
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ey

cavité
épendymaire mitose
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