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MEDECINE ET SCIENCES EN LA FIN D'UN MILLENAIRE : LES GRANDS TEMOINS

Chimeres embryonnaires
et développement
du systéme nerveux

Les cellules de caille peuvent étre aisément reconnues de
celles de poulet par la structure de leur noyau qui com-
porte une masse importante d’hétérochromatine associée
au nucléole. Lorsqu’au cours de I’embryogenése, on asso-
cie les cellules des deux espéces, soit en culture in wvitro,
soit en greffant in vivo des cellules de caille dans le pou-
let (ou vice versa), il est aisé de les identifier, quelle qu’ait
été la durée de 1’association. Nous disposons de plus,
d’anticorps monoclonaux spécifiques de I’espece caille ou
poulet, ainsi que de certains types cellulaires. L’utilisa-
tion de ces marqueurs appliqués sur les tissus-chimeéres
permet d’obtenir des renseignements précis sur les migra-
tions cellulaires qui se produisent au cours de la morpho-
genese, et sur I’origine embryologique de nombreux types
cellulaires tels que ceux qui constituent la région faciale
et le systéme nerveux périphérique. Ces greffes interspé-
cifiques embryonnaires permettent aussi d’étudier ’his-
togenése du cerveau ainsi que la détermination généti-
que de certains caractéres comportementaux.

e terme de chimere dési-
gnait a ’origine un mons-
tre de la mythologie grec-
que qui combinait la téte
d’un lion, le corps d’une

populaire dans sa célebre expérience
sur ’organisateur ou il a implanté la
levre dorsale du blastopore de la gas-
trula de Triturus taemiatus pigmenté,
sur la face ventrale de Triturus crista-

chevre et la queue d’un serpent. Ce
terme a été introduit en biologie par
des botanistes au début du siecle
(Winckler, 1907) dans des expérien-
ces ou ils associaient les racines d’une
plante a la tige d’'une autre plante.
Le tissu cicatriciel dont la croissance
était induite a la jonction des deux
composants était appelé chimere.
Quelques années auparavant, Harri-
son (1903) avait produit des chime-
res animales entre deux espeéces de
grenouille sans toutefois les désigner
par ce mot. C’est Spemann (1924)
qui, vingt ans plus tard, I’a rendu

tus dépourvu de pigment induisant
ainsi un embryon surnuméraire. La
présence du marqueur pigmentaire
lui a permis d’analyser a I’échelle cel-
lulaire les résultats de I’expérience et
de découvrir le phénomeéne d’induc-
tion embryonnaire dont I’'importance
en embryologie a été considérable.
Le développement d’un embryon
puis d’un adulte dans toute sa com-
plexité a partir d’une cellule unique,
I’ceuf fécondé, est, en effet, une des
questions les plus difficiles de la bio-
logie. Le développement embryon-

N

naire comporte, a cOté des divisions
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et de la différenciation des cellules
issues de I’ceuf, la mise en ceuvre de
mouvements cellulaires qui assurent
la réalisation de la forme caractéris-
tique des organes et du corps, géné-
tiquement déterminée pour chaque
espece.

L’analyse de la morphogenese
embryonnaire est difficile surtout
dans le cas d’organismes aussi com-
plexes que les vertébrés. Pouvoir uti-
liser des marqueurs permettant de
visualiser et de suivre le comporte-
ment des cellules au cours de
I’embryogenése constitue un atout
majeur dans ’étude de ces processus
fondamentaux du développement.

La combinaison de cellules d’espéces
différentes, mais proches au plan
taxonomique, peut étre a cet égard
intéressante, a condition que ces cel-
lules se distinguent par des caracté-
ristiques génétiques stables et aisé-
ment identifiables.

Ces conditions sont réalisées entre
deux espéces d’oiseaux, la caille et le
poulet. Elles nous ont amenés a cons-
truire des embryons chimériques par
combinaison de tissus provenant de
ces deux especes et a étudier par ce
moyen le développement du systeme
Nerveux.

Chez les vertébrés, le systeme ner-
veux provient dans sa totalité du

feuillet ectodermique. Sous I’influence
d’une induction émanant du chordo-
mésoderme, un épaississement de
I’ectoderme apparait sur la face dor-
sale de la gastrula et constitue la pla-
que neurale, c’est-a-dire 1’ébauche
neurale primitive. Celle-ci est a ’ori-
gine du systtme nerveux central et
de la quasi-totalité du systéme ner-
veux périphérique a la genése duquel
participent aussi les placodes ectoder-
miques céphaliques.

La mise en place des structures hau-
tement organisées qui constituent le
systtme nerveux fait intervenir des
mouvements morphogénétiques par-
ticulierement complexes lors de la

Figure 1. Embryon de poulet de deux jours et demi d’incubation dans I'ceuf. Dés les plus jeunes stades, il est
possible d’intervenir in ovo aprés avoir ouvert une fenétre dans la coquille. L’ceuf, refermé et incubé dans des condi-
tions de température et d’humidité contrélées, continue son développement. (Photo P. Plailly, Cnrs.)
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formation du tube neural et de I’édi-
fication de ’encéphale. Chez les ver-
tébrés supérieurs notamment, oiseaux
et mammiferes, le tube neural subit
au cours de la céphalogeneése des
courbures et des déformations spec-
taculaires qui, finalement, sculptent
la forme définitive qu’a le cerveau
dans chaque espéce. Les mécanismes
responsables de la morphogenese

Figure 2. (A) Coupe transversale au
niveau du mésencéphale d‘un
embryon de caille d’un jour et demi
d’incubation (7 somites). Les cellu-
les de créte neurale s’individualisant
de I’ébauche neurale sont visibles dor-
salement par rapport au tube nerveux
(coloration de Feulgen).

(B) Préparation observée en
microscopie a balayage montrant
I’ébauche neurale troncale d’un
embryon de poulet au moment ou les
cellules de créte neurale commencent

mmsmmm 3 migrer (Tosney, 1968).
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neurale sont difficiles a analyser. Les
courbures du tube neural sont certes
en partie dépendantes de la morpho-
genese générale de la téte, c’est-a-dire
du comportement des autres territoi-
res céphaliques, mais ils font aussi
intervenir des caractéristiques propres
au tube neural lui-méme.

Deux phénomenes jouent a cet égard
un role essentiel, la croissance diffé-

rentielle des territoires de 1’épithélium
ventriculaire et les migrations indivi-
duelles des cellules qui le constituent.
Certaines zones de I’épithélium neu-
ral sont, a des stades strictement défi-
nis du développement, le site d’une
activité mitotique particulierement
intense, alors que dans d’autres
régions, les cellules de I’épithélium
ventriculaire se multiplient moins
vite. La régulation de I’activité mito-
tique locale au sein du tube neural
primitif est une question a laquelle
virtuellement aucune réponse n’a
jusqu’ici été apportée. Les migrations
cellulaires, en revanche, ont fait
I’objet d’études actives.

Au cours de la premiére moitié de ce
siecle, le matériel de prédilection des
embryologistes était ’embryon de
grenouille ou de triton et les travaux
des pionniers ont porté sur ces
especes.

Plus récemment, I’embryon d’oiseau
— treés proche de celui des mammi-
feres et accessible a I’expérimentation
dans I’ceuf, pendant toute la période
du développement (figure 1, p. 229)
s’est substitué, pour nombre
d’études portant sur le systéme ner-
veux, a celul des amphibiens. Depuis
la mise au point d’une méthode de
marquage cellulaire fondée sur la
construction de chimeres entre
embryons de caille et de poulet [1],
il présente des avantages certains
pour I’étude de nombreux problémes
de morphogeneése.
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Nous avons particulierement étudié
I’ontogenese de la créte neurale, une
structure dérivée de 1I’ébauche neu-
rale primitive, qui est a l’origine de
la plupart des éléments qui compo-
sent le systéme nerveux périphérique
et aussi de nombreux autres types
cellulaires.

La créte neurale se forme selon un
gradient cranio-caudal lors de la fer-
meture du tube neural et résulte de
la fusion des bords latéraux de la pla-
que neurale (figure 2). Outre ses
potentialités multiples, la créte neu-
rale constitue un modele d’étude du
développement particulierement inté-
ressant car il permet d’aborder des
problémes de morphogenése. En
effet, avant de se différencier, les cel-
lules des crétes neurales effectuent
dans I’embryon des migrations
étendues.

Cet article présentera certaines des
données principales résultant de cette
étude ainsi que les perspectives récen-
tes offertes par la construction de chi-
meres chez I’embryon d’oiseau dans
des recherches sur le développement
du systéme nerveux central.

Le systeme de marquage
cellulaire
caille-poulet

Le marquage nucléaire. Cette
méthode de marquage cellulaire est
fondée sur une observation faite par
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N. Le Douarin en 1969 [1] sur la
structure particuliere du noyau inter-
phasique chez la caille japonaise
(Coturnix coturmx japonica). Dans tou-
tes les cellules embryonnaires et adul-
tes de cette espece, I’hétérochroma-
tine constitutive est condensée en une
masse, généralement centronucléaire,
associée aux nucléoles. Une telle dis-
position de la chromatine se rencon-

Figure 3. (A) Epithélium neural chi-
mere (caille-poulet) coloré selon la
technique de Feulgen. Les cellules
de caille montrent une volumineuse
masse d’hétérochromatine centro-
nucléaire. Dans les cellules de poulet,
I’hétérochromatine est dispersée dans
le noyau. (B) Sur des coupes colo-
rées par l‘orange d’acridine et
observées avec une lumiére ultravio-
lette, la masse d’hétérochromatine des
cellules de caille apparait fortement
fluorescente.

tre rarement dans le régne animal
(encore qu’elle soit observée chez des
oiseaux autres que la caille [2]) et dif-
fere nettement de celle qui prévaut
chez les mammiferes (homme, souris,
rat...) et chez le poulet, ou I’hété-
rochromatine est dispersée dans le
nucléoplasme sous la forme de chro-
mocentres de petite taille.

Il en résulte que, si des cellules m—
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Figure 4. L’anticorps MB1, révélé par la fluorescéine, a été appliqué sur un jeune blastoderme de caille. Les
cellules endothéliales de I'aorte et des vaisseaux segmentaires sont immunoréactifs et présentent une fluorescence verte. .

embryonnaires de caille et de poulet
sont expérimentalement associées,
elles conservent leur identité morpho-
logique et peuvent étre reconnues les
unes des autres grace au volumineux
nucléole riche en ADN des cellules
de caille (figure 3, p. 231). La stabi-
litt du marqueur nucléaire de la
caille est remarquable, puisque la
masse d’hétérochromatine centronu-
cléaire subsiste dans tous les types
cellulaires différenciés, méme si la
structure interne du nucléole présente
quelques variations selon le tissu con-
sidéré [3]. Cette méthode de mar-
quage cellulaire est donc d’un usage
facile et d’une grande précision. En
effet, une cellule unique de caille
peut aisément étre reconnue au sein

messsm d’un tissu de poulet. Elle s’est révé-
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lée supérieure aux techniques utilisées
auparavant, fondées sur le marquage
du noyau par la thymidine tritiée ou
du cytoplasme par des colorants
vitaux, eu égard a sa facilité d’emploi
ainsi qu’a la précision et a la stabi-
lité du marquage qu’elle confere aux
cellules dont on cherche a suivre la
destinée au cours de l’ontogenese.

La caille et le poulet (Gallus gallus)
sont deux espéces proches au plan
taxonomique. Elles appartiennent a
la famille des Phasianidés mais dif-
ferent par plusieurs parameétres tels
que la taille a la naissance (le poulet
pese environ 50 grammes et la caille
10 grammes) et la durée de I’incuba-
tion (21 jours chez le poulet et
17 jours chez la caille). Cependant la
taille des embryons est a peu preés

identique pendant la premieére
semaine de I'incubation et la chrono-
logie du développement embryon-
naire ne differe que trés peu dans les
deux espeéces. Il en résulte que les
chimeéres qu’on construit dans I’ceuf
en remplagant un territoire embryon-
naire par I’équivalent provenant de
I’autre espeéce sont viables, méme
lorsque le chimérisme porte sur le
systeme nerveux central et
I’encéphale.

Le marquage des tissus chimeéres
par des anticorps spécifiques
d’espéce. Le marqueur nucléaire est
mis en évidence par des colorants de
I’ADN tels que la réaction de Feul-
gen ou des composés fluorescents
ayant une affinité pour I’ADN
(bisbenzimide-Hoechst 33258, oran-

m/s n® 3 vol. 6, mars 90



ge d’acridine) (figure 3B). 11 peut
aussi étre observé au microscope élec-
tronique [3]. Dans tous les cas, on
peut associer les méthodes de détec-
tion de I’hétérochromatine nucléolaire
a d’autres techniques permettant
d’identifier le type cellulaire considéré
par des constituants cytoplasmiques
ou membranaires caractéristiques.
Depuis quelques années, la panoplie
des réactifs utilisés pour étudier les
tissus chimeres s’est enrichie d’anti-
corps généralement monoclonaux a la

fois spécifiques de ’espece caille ou
poulet et d’un type cellulaire donné.
Ainsi, les anticorps MB1 et QHI
permettent d’identifier les cellules
endothéliales et les leucocytes de
caille a I’exclusion de ceux du pou-
let [4, 5] (figure 4) et sont de précieux
outils pour I’étude du développement
des lignées hémangioblastiques.

Les différentes sous-populations de
lymphocytes thymodépendants de
poulet peuvent étre identifiées par
des anticorps spécifiques des chaines

v6 et o} du récepteur spécifique des
cellules T (respectivement TCR1 et
TCR2) et des molécules qui lui sont
associées, équivalentes des antigénes
CD3, CD4, CD8 de la souris (anti-
corps CT;, CT,, CTg). Ces réactifs
ne reconnaissent pas les molécules
correspondantes de caille.[6, 7] et
peuvent étre utilisés sur des tissus
chimeres, permettant ainsi d’effectuer
dans des conditions privilégiées cer-
taines analyses de I’ontogenese de la
fonction T chez les oiseaux [8].
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Figure 5. La greffe de tissus de caille chez le poulet et inversement peut étre utilisée pour marquer tout terri-
toire embryonnaire. Différents types de greffe sont pratiqués pour étudier le développement du systéme nerveux
central et du systéme nerveux périphérique.

A = remplacement d’une ou plusieurs vésicules encéphaliques ; B = remplacement d’un territoire placodal ; C =
remplacement d’un fragment de bourrelet neural ; D = remplacement d’un troncon de I’ébauche neurale. Pour A,
B et C, le prélévement s’effectue microchirurgicalement chez le donneur comme chez le receveur. Pour D, le préléve-
ment est facilité par une dissociation enzymatique permettant de greffer le troncon d’ébauche neurale a I’'exclusion
de tout autre tissu.
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Figure 6. Les chiméres caille-poulet sont capables d’éclore. (A) Chimére
de deux mois environ chez laquelle, au cours du 2e jour de l'incubation, un
trongon de I’'ébauche neurale de la région brachiale a été échangé contre I'équi-
valent prélevé chez un embryon de caille de méme stade. La pigmentation des
ailes résulte de la migration des cellules des crétes neurales de caille dans la
peau du poulet. Chez une chimére de ce type, on constate a I’histologie que
la moelle épiniére, les ganglions rachidiens et sympathiques de la région opé-
rée, ainsi que la médullo-surrénale, sont formés de cellules de caille. Un
syndrome neurologique dd au rejet des tissus greffés apparait aux environs
de deux mois [31]. (B) Chimére de huit jours chez laquelle le prosencéphale
et le mésencéphale ont été remplacés par les mémes vésicules encéphaliques
prises chez I’embryon de caille. Le bec supérieur formé de cellules provenant
des crétes neurales mésencéphaliques de caille est plus court que le bec infé-
rieur qui a pour origine des cellules de I’héte. La pigmentation des plumes
céphaliques est celle du donneur. Cette chimére — dont les hémisphéres céré-
braux et le cerveau moyen étaient composés de cellules de caille — a pré-
senté, aprés action de la testostérone, un chant structuré comme celui de la
caille [30].
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Des laboratoires japonais et améri-
cain ont produit des anticorps recon-
naissant respectivement les neurones
de poulet et la plupart des cellules de
caille [9,10]. Les anticorps sont d’une
grande utilité dans les recherches que
nous-mémes et d’autres chercheurs
réalisons sur le développement du
Systéme nerveux.

La construction
des chiméres neurales
entre caille et poulet

Le principe de la méthode mise au
point en 1969 [1] et modifiée depuis,
en fonction des besoins expérimen-
taux, est de remplacer un fragment
de I’ébauche neurale d’une espéce
par son équivalent exact provenant
d’un embryon au méme stade de
Pautre espece (figure 5, p. 235). La
caille et le poulet peuvent indifférem-
ment étre utilisés comme héte ou
donneur. Cependant, la facilité plus
grande qu’il y a a reconnaitre une
cellule de caille dans un tissu de pou-
let que l'inverse nous a amenés a
réaliser le plus souvent des greffes de
la caille dans le poulet. Les embryons
donneur et receveur étant au méme
stade, ’opération ne perturbe prati-
quement pas le développement
embryonnaire. Ainsi ’analyse des
chimeéres permet-elle d’obtenir des
renseignements sur les processus nor-
maux de ’embryogenese.

Les animaux résultant des expérien-
ces représentées sur la figure 5 se
développent normalement. Meéme
ceux dans lesquels des régions impor-
tantes de ’encéphale appartiennent a
I’autre espéce sont capables d’éclore,
de marcher, de répondre a des stimul:
visuels et auditifs et d’interagir avec
leur environnement comme d’autres
oiseaux non opérés (figure 6). Cela
ouvre des possibilités actuellement
mises a profit pour étudier I'ontoge-
nése et le caractere génétique ou
acquis de certains comportements.

Une étude systématique du devenir
des cellules de créte neurale a été
réalisée au moyen de greffes isochro-
niques et isotopiques de régions défi-
nies de I’ébauche neurale, réalisées a
tous les niveaux du névraxe entre
embryons de caille et de poulet ([11]
pour revue). Elle a permis d’identi-
fier des dérivés de la créte neurale
jusque-la non connus, d’établir le
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niveau d’origine et les voies de
migration des cellules formant les
systemes ganglionnaires sensoriel et
autonome ainsi que les paraganglions
catécholaminergiques et de montrer
le role majeur joué par la créte neu-
rale céphalique dans la genése des
structures conjonctives et squelet-
tiques de la face et du cou [12-13].
La liste des dérivés identifiés de la
créte neurale, indiquée dans le
Tableau I, révele 1’extraordinaire
diversité des types cellulaires dérivant
de cette structure.

Créte neurale
et morphogenése
céphalique

Les recherches effectuées sur le deve-
nir des crétes neurales céphaliques
constituent un exemple représentatif
des potentialités offertes par la tech-

nique des chimeres caille-poulet dans
I’analyse du développement embryon-
naire. Chez les vertébrés supérieurs,
I'ontogeneése céphalique est en effet le
résultat de processus morphogénéti-
ques trés complexes que ’embryolo-
gie descriptive n’avait pas été capa-
ble de décrypter.

C’est grace a des travaux de pion-
niers tels que His (1868), Gorono-
vitch (1893), Platt (1895) qu’a la fin
du siécle dernier, 'intervention de
cellules issues de la créte neurale
céphalique dans la formation du
squelette hypobranchial a été propo-
sée sur la base d’observations histo-
logiques fines réalisées sur ’embryon
d’amphibien et d’oiseau. La preuve
expérimentale de ce phénomeéne de
migration cellulaire massive n’a été
apportée que plus tard lorsque Raven
(1931), Horstadius et Sellman (1941)
puis, a partir de 1966, Chibon ont

Tableau |

DERIVES DE LA CRETE NEURALE

Neurones

Ganglions sensoriels de certains nerfs créniaux
Ganglions spinaux

Ganglions des systémes nerveux autonomes sympathi-
que et parasympathique

Cellules non
neuronales
du systéme
nerveux
périphérique

Cellules satellites

Cellules de Schwann

pigmentaires

Cellules Cellules médullaires de la surrénale
endocrines Paraganglions adrénergiques

ou para- Cellules a calcitonine
endocrines Cellules de type | du corps carotidien
Cellules

Méninges

Des hémisphéres cérébraux

Mésectoderme
Odontoblastes

Squelette viscéral et facial et partie du squelette crénial

Tissu conjonctif et musculaire de la paroi des gros vais-
seaux dérivés des arcs aortiques

Tissu conjonctif des glandes pituitaires, lacrymales, sali-
vaires, thyroide, parathyroides et du thymus
Contribution aux muscles striés de la face et du cou
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utilisé des marqueurs cellulaires pour
étudier ce probleme. Ces marqueurs
fondés sur I'utilisation de colorants
vitaux (Raven), de différences plus
ou moins nettes entre les cellules de
différentes espéces d’amphibiens
(Horstadius) ou sur le marquage des
noyaux en division par la thymidine
tritiée (Chibon) ne présentaient
cependant pas la stabilité nécessaire
pour qu’une étude a long terme des
migrations pit étre réalisée. Chez les
vertébrés supérieurs, les seules infor-
mations concernant le role de la créte
neurale dans la genese de la téte pro-
venaient des expériences de Ham-
mond et Yntema (1953, 1964) con-
sistant a exciser les crétes neurales du
cerveau postérieur et a observer les
déficiences consécutives a 1’opération.
Cette méthode révélait certainement
la participation de cellules issues de
I’ébauche neurale a la formation des
pieces squelettiques de 1’arc mandi-
bulaire et hyoidien. Cependant, les
capacités régulatrices considérables de
I’embryon précoce des vertébrés
empéchaient une évaluation précise
de la contribution de la créte neurale
a ces structures.

En revanche, dans la construction
des chimeres, le remplacement du
territoire embryonnaire enlevé, par
son équivalent issu d’un autre
embryon, prévient les phénomenes de
régulation observés aprés la simple
ablation. On pouvait alors montrer
que la créte neurale a un roéle plus
important dans la formation de la
téte qu’on ne le supposait jusqu’alors
(figwe 7). On démontrait en effet que
la totalité du squelette facial et hypo-
branchial en dérive [13, 15-18]. Il
apparaissait, en outre, que le derme
de la face et de la partie ventrale du
cou ainsi que la paroi musculocon-
jonctive des gros troncs aortiques
issus du cceur proviennent aussi de
la créte neurale ([11] pour revue).
L’endothélium vasculaire, cependant,
était toujours originaire de I’hote
dans tous les tissus dérivés de la créte
neurale. Cette étude, ainsi que
d’autres plus récentes fondées sur
I'utilisation de I’anticorps a-MBI,
révélait que la lignée hémangioblas-
tique est d’origine strictement méso-
dermique et ne dérive jamais du
mésectoderme.

Nous avons aussi pu montrer que la
créte neurale céphalique est a 1’ori-

gine des cellules productrices de cal-
citonine qui se développent dans le
corps ultimobranchial (dérivé de la 4¢
poche branchiale) chez tous les ver-
tébrés et qui, chez les mammiferes,
migrent ensuite dans la glande
thyroide ou elles constituent les cel-
lules parafolliculaires [19-21]. Nous
avons également démontré 1’origine
embryologique complexe des ménin-
ges : celles qui recouvrent les hémis-
pheéres cérébraux sont dérivées de la
créte neurale céphalique, alors que
celles de la moelle épiniére et des
autres parties de ’encéphale sont
d’origine mésodermique.

Le bourrelet neural céphalique,
cependant, n’est pas entiérement
dévolu a la genese de la créte neu-
rale. Celle-ci ne prend naissance qu’a
partir du niveau du diencéphale. En
avant, I’ectoderme neural a une des-
tinée jusque-la insoupgonnée que
nous avons pu mettre en évidence en
pratiquant des greffes de caille sur le
poulet a des stades plus précoces du
développement, ceux de la neurula (0
a 3 paires de somites [22-24]).
Pour cela, le bourrelet neural rostral
est divisé en une région antérieure et
médiane de 150 pm de large et une
région antérolatérale de 450 pm, elle-
méme segmentée en trois fragments
successifs A, B, C de 150 pm. Cha-
cun de ces territoires est prélevé chez
le poulet et remplacé par le méme
territoire provenant d’une caille de
méme stade.

Ces expériences ont révélé que les ter-
ritoires présomptifs de 1’adéno-
hypophyse et de I’hypothalamus sont
étroitement associés et situés dans la
partie la plus rostrale de la plaque neu-
rale (figure 8, A et B, p. 238-239).
L’unité neuroendocrinienne hypo-
thalamo-adénohypophysaire est donc
initialement contenue dans un terri-
toire neural unique qui se sépare pen-
dant la morphogenese neurale en deux
entités distinctes réunies par des liens
fonctionnels étroits (figure 9, p. 240).
Nous avons aussi pu déterminer la
localisation de I’appareil olfactif par
une série de greffes microchirurgica-
les intéressant le bourrelet neural
latéral prosencéphalique. Celui-ci est
a l'origine non seulement de la pla-
code olfactive qui se différencie plus
tard en épithélium et nerf olfactifs
(zone A), mais il fournit aussi la tota-
litt de la muqueuse de la fosse nasale
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Figure 7. (A) Différents types de greffes réalisées chez des embryons de 4 a 10 somites pour I'étude des
dér. 'és mésectodermiques des crétes neurales céphaliques. (B) Localisation des cellules des crétes neurales
issues de ces greffons aprés migration au niveau de la face et des régions branchiales. Les cellules des crétes
neurales prosencéphaliques sont marquées en jaune (a) ; celles des crétes mésencéphaliques en petits points rouges
(b) et celles des crétes neurales rhombencéphaliques en gros points rouges (c) ; (d) : récapitulation des données chez
I’embryon de quatre jours d’incubation. Ces cellules constitueront chez I'adulte le squelette viscéral et facial et une
partie du squelette crénial, du tissu conjonctif et musculaire de la face et du cou et de la paroi de gros vaisseaux
ainsi que le tissu conjonctif de certaines glandes.

qui recouvre les cornets et le septum
(zone B). Lorsque la greffe comporte
en plus du bourrelet neural le seg-
ment adjacent de la plaque neurale,
le rhinencéphale est formé de tissus
neuroblastiques de caille. Ainsi
I’appareil olfactif (épithélium senso-
riel, nerf, aire de projection neuro-
logique centrale) forme au stade neu-
rula une unité neuro-sensorielle tout
comme précédemment les territoires
contigus de l’anté-hypophyse et de
I’hypothalamus formaient une unité
neuroendocrinienne (figure 9, p. 240).
Le résultat le plus surprenant de ces
expériences a été la démonstration que
la peau recouvrant la partie médiane
du front et du nez provient aussi du
bourrelet neural prosencéphalique
(zone C). Ainsi, les bords latéraux de
la plaque neurale céphalique ont-ils
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une destinée étonnamment variée
allant de tissus endocriniens (adénohy-
pophyse) et sensoriels (épithélium
olfactif) au simple tissu épidermique
(figure 9, p. 240). C’est en arriére de
cette derniére région que la créte neu-
rale proprement dite apparait. Posté-
rieurement, par rapport au territoire
présomptif de 1I’épiphyse, les cellules
du bourrelet neural ont un compor-
tement particulier puisqu’elles perdent
leurs propriétés épithéliales pour deve-
nir migratrices.

Le développement
du systéme nerveux
périphérique

La méthode de marquage cellulaire

résultant de la construction de chime-
res embryonnaires entre la caille et

le poulet a été treés utile pour ’étude
du développement du systéeme ner-
veux périphérique. En procédant a
des greffes de territoire neural d’une
maniére systématique a tous les
niveaux du névraxe entre ces deux
especes, nous avons pu déterminer le
niveau d’origine des différents types
cellulaires qui entrent dans la cons-
titution des ganglions des systémes
nerveux autonome et sensoriel
(figure 104, p. 241).

Les crétes neurales mésencéphaliques
participent a la formation du gan-
glion trijumeau et du ganglion de
racine du nerf facial, alors que les
crétes neurales rhombencéphaliques
donnent naissance aux ganglions du
complexe ganglionnaire jugulaire-
supérieur situé sur la racine des nerfs
glossopharyngien et vague.
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Figure 8. Origine de I'adénohypophyse. La greffe de bourrelet neural anté-
rieur de caille chez le poulet est représentée en (A). La conséquence de cette
greffe (B page 239) est le développement de la poche de Rathke a partir du
territoire greffé. En B (page 239), la coupe sagittale de la téte de I'embryon
chimérique de cinqg jours (a) montre que le fond de la poche de Rathke (b)
et I'épithélium du toit du stomodéum (c) présentent le marqueur caille.
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Les ganglions genouillé, pétreux et
noueux proviennent quant a eux de
placodes ectodermiques céphaliques.
Aux niveaux cervical et troncal, les
crétes neurales fournissent les gan-
glions rachidiens. Nous avons pu
montrer, par des manipulations du
territoire somitique, que les précur-
seurs des ganglions sensoriels émer-
gent d’une maniére homogene le
long du névraxe et que leur segmen-
tation est dictée par la morphogenese
des somites [25, 26].
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Par le marquage systématique de
trongons d’ébauche neurale de qua-
tre a six somites de longueur, nous
avons recherché les niveaux d’origine
des ganglions du systeme nerveux
autonome, sympathique et parasym-
pathique. Ainsi, le ganglion cervical
supérieur, premier ganglion de la
chaine sympathique, provient du
niveau des somites 5 a 10. Postérieu-
rement au somite 5 et jusqu’au
niveau le plus caudal, les cellules des
crétes neurales fournissent les neuro-

nes des ganglions et plexus adréner-
giques ainsi que les cellules médullo-
surrénaliennes de la glande surrénale
(figure 11, p. 242 ). Celles-ci provien-
nent précisément du niveau des somi-
tes 18 a 24 [27].

Les ganglions parasympathiques enté-
riques sont formés uniquement de
neurones non adrénergiques, prove-
nant pour la plus grande part des cré-
tes neurales vagales issues de I’ébau-
che neurale comprise entre les somi-
tes 1 & 7. Quelques cellules provenant
de I’ébauche neurale postérieure au
28¢ somite ont été trouvées dans les
plexus du tube digestif posté-
rieur [12]. Cette zone postérieure de
I’ébauche neurale fournit aussi le gan-
glion parasympathique de Remak.
Il apparait donc que la créte neurale
est divisée en régions qui fournissent
seulement un nombre limité de types
cellulaires parmi ceux qui composent
le systeme nerveux périphérique
(figure 104, p. 241). Par exemple, le
territoire compris entre les somites 7
et 28 ne participe qu’'a la formation
des ganglions sensoriels et sympathi-
ques adrénergiques, mais il n’inter-
vient pas dans le développement du
systtme parasympathique. Cepen-
dant, si on modifie la position des
cellules de la créte neurale le long du
névraxe avant qu’elles n’aient com-
mencé a migrer (figure 12, p. 242), on
peut changer leur destinée. Ainsi, le
territoire vagal dont sont issues nor-
malement les cellules du systéme ner-
veux entérique peut étre transplanté
dans la zone troncale au niveau des
somites 18 a 24. Dans ces conditions,
les cellules normalement destinées a
migrer dans l’intestin se localisent
dans les ganglions sympathiques et la
glande surrénale ou elles expriment
le phénotype adrénergique. Les cel-
lules de la zone troncale transplantée
dans le territoire vagal migrent dans
I'intestin et s’y différencient en cel-
lules parasympathiques dont le
médiateur principal est I'acétylcho-
line [13]. Ainsi, nous montrions que
'environnement tissulaire dans lequel
se différencient les cellules de la créte
neurale est décisif dans le choix du
neurotransmetteur qu’elles synthé-
tisent.

En réalisant de telles expériences, a
différents niveaux de 1’axe neural,
nous avons pu montrer que la capa-
cité de différenciation des cellules de
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Figure 9. Cartographie des territoires du bourrelet neural céphalique et
de la plaque neurale, au stade neurula, obtenue par greffes de régions
limitées de cette ébauche de la caille chez le poulet. En orange, les terri-
toires de I’'adénohypophyse et de la neurohypophyse entourant celui de I’hypo-
thalamus en blanc. En rouge, I’'ectoderme de la cavité nasale avec en pointillé
la placode olfactive donnant naissance a I’épithélium olfactif et au nerf olfac-
tif. Les damiers entourant le territoire de la neurohypophyse représentent les
vésicules optiques, avec de chaque cété, en jaune, le toit du télencéphale.
La zone pointillée en arriére des vésicules optiques et du télencéphale repré-
sente le diencéphale. En vert, I'ectoderme du bec supérieur et de la peau du
cradne avec le toit de I’'épiphyse en pointillé dans sa partie la plus postérieure.
En bleu, les crétes neurales mésencéphaliques, au niveau du bourrelet, et I'ecto-

s derme maxillaire et lingual, latéralement.
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la créte neurale est beaucoup plus
étendue que celle qu’elles expriment
au cours du développement normal.
La comparaison de la carte du terri-
toire présomptif du systéme nerveux
autonome représentée sur la figure 104
avec celle des potentialités de dévelop-
pement des cellules de la créte neu-
rale (figure 10B, p. 241) est trés sug-
gestive a cet égard : virtuellement,
toutes les régions de la créte neurale
peuvent fournir la totalité des phé-
notypes rencontrés dans le systéme
nerveux périphérique, a condition
qu’elles soient transplantées dans la
région appropriée du névraxe.

L’importance de I’environnement
dans lequel se différencient les cellu-
les de la créte neurale était ainsi
démontrée. Plusieurs lignes de
recherche ont été poursuivies au vu
des résultats de ces expériences. Elles
consistent dans la recherche de la
nature des facteurs tissulaires capa-
bles d’influencer la différenciation des
neurones du systéme nerveux péri-
phérique ([28] pour revue) et a
rechercher quel est I’état de détermi-
nation des cellules de la créte neurale
par des cultures clonales.

Ces derniéres expériences [29] nous
ont révélé ’existence de cellules sou-
ches capables de fournir des clones
dans lesquels tous les types cellulai-
res rencontrés dans les dérivés de la
créte neurale sont représentés. Il
apparait également que, pendant leur
migration, ces cellules se multiplient
abondamment. Au cours de ces divi-
sions, leurs potentialités de différen-
ciation se restreignent considérable-
ment selon un modele comparable a
celui qui préside a la différenciation
des cellules du systéme sanguin.

I Cerveaux chimeéres

Au début du deuxiéme jour de
I’incubation, le cerveau des oiseaux
a la forme d’un tube a peine élargi
antérieurement au niveau des ébau-
ches oculaires. Par la suite, ce tube,
constitué d’un épithélium pluristrati-
fié, acquiert des constrictions qui
limitent les grandes vésicules du cer-
veau antérieur (prosencéphale),
moyen (mésencéphale) et postérieur
(rhombencéphale). Au cours du
deuxieme jour de I'incubation (stades
de 12 a 15 paires de somites), I’ébau-
che du cerveau d’oiseau est parfaite-
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Figure 10. (A) Cartographie de I'origine des différents dérivés des cré-
tes neurales.. En bleu, les neurones sensoriels issus des crétes neurales mésen-
céphaliques et rhombencéphaliques pour les ganglions crdniaux et des crétes
neurales cervicales et troncales pour les ganglions rachidiens. En rouge, les
neurones et paraganglions adrénergiques issus des crétes neurales postérieu-
res au 5¢ somite. En vert, les neurones cholinergiques issus des crétes neura-
les vagales antérieures (somites 1 4 7) et postérieures (somites 28 et posté-
rieures). Ce schéma montre qu’en ce qui concerne le systéme nerveux auto-
nome, le niveau vagal (somites 1 & 5) a une vocation purement parasympa-
thique alors que le niveau troncal (entre somites 6 et 28) a une vocation pure-
ment sympathique. (B) Potentialités des crétes neurales mises en évidence
par des greffes hétérotopiques. En réalité, les potentialités adrénergiques
(rouge) et cholinergiques (vert) paraissent largement réparties le long de I’axe
nerveux, comme la capacité de fournir des neurones sensoriels (bleu).
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ment accessible a la microchirurgie.
Il est possible d’échanger des régions
limitées de I’épithélium neural entre
la caille et le poulet afin de marquer
des territoires choisis. Il est possible
également d’effectuer des échanges de
grandes régions, voire du cerveau
tout entier, entre ces deux espéces ou
entre des poulets présentant des
caracteres génétiques différents. Le
développement ultérieur des cerveaux
chimeres est conforme au développe-
ment normal et les animaux opérés
peuvent éclore.

L’intérét de telles opérations est dou-
ble. Elles permettent d’étudier les
migrations cellulaires se produisant au
sein de I’épithélium neural au cours
de la morphogenese cérébrale. Divers
types de chimeéres encéphaliques ont
été construits dans ce but [30]. Si,
par exemple, la région dorsale du
télencéphale et/ou du diencéphale est
greffée de la caille chez le poulet (ou
inversement), on peut suivre 1’évolu-
tion des territoires greffés dans des
conditions privilégiées puisque des
observations sont réalisées a divers
stades du développement jusqu’apres
I’éclosion. La reconnaissance des cel-
lules de caille et de poulet par la colo-
ration de Feulgen et par l’utilisation
d’anticorps spécifiques de chaque
espéce a permis de voir que les
migrations cellulaires au sein du neu-
roépithélium ne s’effectuent pas d’une
maniére strictement radiale, comme
on le croyait généralement. La limite
de greffe, toujours visible au niveau
de I’épithélium ventriculaire, devient
de plus en plus floue dans I’épaisseur
du manteau ou les cellules neurona-
les et gliales des deux especes se
mélangent sur de grandes distances,
mettant ainsi en évidence des migra-
tions tangentielles de grande ampli-
tude qui s’ajoutent aux migrations
radiales déja connues.

Le deuxiéme intérét de ces expérien-
ces est de voir si le remplacement de
régions du cerveau de poulet par leur
équivalent provenant de la caille peut
avoir pour ‘conséquence le transfert
de traits comportementaux spécifi-
ques de la caille. Le comportement
choisi a été le chant tel qu'on peut
I'induire chez le poussin par des
implants sous-cutanés de testostérone.
Des différences quantifiables et évi-
dentes de la structure du chant exis-

tent en effet entre ces deux espeéces. m—
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Figure 11. Glande surrénale chi-
meére (14 jours d’incubation). La
corticale formée de cellules de I’h6te
(poulet) et la médullaire formée de cel-
lules issues des crétes neurales tron-
cales greffées (caille) sont intimement
mélangées. (Coloration de Feulgen.)

Figure 12. Il est possible de transplanter un troncon de I'ébauche troncale au niveau vagal (a) ou I'ébauche
neurale vagale au niveau adrénomédullaire (b). Dans ce cas, les donneur et receveur sont d’dges différents. On
parle alors de greffes hétérotopiques et hétérochroniques par opposition aux greffes isotopiques et isochroniques que
I'on fait habituellement pour étudier le développement normal. Ce type de greffe fait apparaitre les potentialités de
mesmmm Jdéveloppement des crétes neurales qui sont indiquées dans la figure 10B.
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Figure 13. Sonogrammes du chant induit par la testostérone chez de jeu-
nes poussins. Chaque sonogramme représente une vocalisation qui est carac-
térisée chez le poulet (A) par une émission unique, chez la caille (B) par une
émission principale précédée d’une ou deux notes courtes. Chez des chimé-
res ayant eu une greffe de la région moyenne du cerveau de la caille (diencé-

phale plus mésencéphale), on a pu enregistrer un chant structuré comme celui

de la caille. Les sonogrammes présentés en (C), typiques de la caille, sont
ceux de la chimére présentée sur la figure 6B.
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Notamment, le chant du poulet est
constitué d’une vocalisation unique
alors que celui de la caille est seg-
menté en trois parties : deux notes
introductives séparées d’une vocalisa-
tion plus longue (figures 13B et 13C).
Les chimeéres écloses de cette série
expérimentale ont montré que
I’échange de la région dorsale du
prosencéphale entre caille et poulet
n’a aucune conséquence sur la struc-
ture du chant. Les chimeres de ce
type ont un chant non segmenté
comme les poussins normaux.

Si, au contraire, une région plus
large du cerveau, comprenant au
moins le pro- ou le mésencéphale et
le rhombencéphale, est implantée, les
chimeres obtenues émettent un chant
segmenté caractéristique de la caille
(figures 13B et 13C).

Ceci constitue la premiére démonstra-
tion que le transfert d’un trait compor-
temental génétique peut étre effectué
al’aide de greffes de tissu neural [30].

I Perspectives

Les recherches décrites ici ne représen-
tent qu’un des aspects des problémes
que I'on peut aborder a 1’aide des chi-
meres embryonnaires. Dans I’étude de
la créte neurale, cette méthode a per-
mis d’obtenir des renseignements pré-
cis sur la morphogeneése céphalique,
I'origine de certaines cellules endocri-
nes et le développement du systeme
nerveux périphérique. A cet égard,
elles nous ont aussi amenés a définir
des questions précises sur les mécanis-
mes de la différenciation des neurones
et des cellules gliales qui composent le
systtme nerveux périphérique. Ces
problemes font maintenant 1’objet
d’études au niveau moléculaire et
nous ont amenés a concevoir des pro-
tocoles expérimentaux impliquant le
transfert en culture in vitro des syste-
mes cellulaires considérés.
Nous avons aussi pu étudier les pha-
ses précoces du développement du
systtme immunitaire et aborder
I’étude des mécanismes qui assurent
la distinction du soi et du non-soi. En
effet, le statut immunologique des
greffes réalisées au cours de I’embryo-
genese précoce pose le probleme de la
tolérance sous un angle nouveau.
Enfin, la ligne de recherches récem-
ment développée sur la morphogeneése
cérébrale nous parait prometteuse H
(Summary page suivante)
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Summary

Embryonic chimeras and deve-
lopment of the nervous system

Chimeras have been constructed
in the avian embryo using the
particular structure of the quail
cell nucleus as a marker. In quail
cells a large amount of hetero-
chromatin is associated with the
nucleolus whereas in the chick
cells heterochromatin is evenly dis-
persed in the nucleoplasm during
the interphase. Replacing a por-
tion of the neural anlage of a
chick embryo by its quail counter-
part definitively labels the part of
the nervous system which arises
from it. This technique has ena-
bled the exact origin of different
parts of the peripheral nervous
system to be determined and has
demonstrated the plasticity of its
precursor cells. In a similar way,
by interspecifically grafting brain
vesicles it is now possible to
approach problems related to the
construction of the brain and to
the genetic origin of certain beha-
vioral patterns.
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