
The	  ectoderm	  gives	  rise	  to	  
the	  columnar	  epithelium	  of	  the	  
neural	  plate	  =	  the	  precursor	  of	  
the	  CNS	  and	  PNS	  
	  
When	  and	  how	  embryonic	  
>ssue	  becomes	  commi%ed	  
to	  the	  neural	  fate?	  	  

Vertebrates	  

EM	  –	  chick	  neural	  tube	  





Week	  3	  

Stage	  8	  

Human	  

Week	  4	  	  

Neural	  plate	  



Carnagie	  stage	  11	  

Human	  

Time	  line	  –	  comparison	  based	  on	  Carnagies	  stages	  

Week	  4	  	  



When	  and	  how	  embryonic	  >ssue	  

becomes	  commi%ed	  to	  the	  neural	  

fate?	  	  

	  



Life	  cycle	  

Amphibia	  as	  a	  model	  system	  to	  study	  Vertebrate	  neural	  induc>on	  

VIDEOS	  



Embryonic	  Induc7on	  

	  
1935	  –	  Nobel	  Prize	  
to	  Hans	  Spemann	  

a	  twin	  embryo	  

&	  embryonic	  axis	  

Cell	  and	  >ssue	  fate	  
can	  be	  determined	  
by	  signals	  received	  
from	  other	  cells	  
	  
	  

Spemann	  &	  Mangold	  
Experiment	  (1924)	  

	  

White	  (Triturus)	  cristatus	  and	  
	  the	  dark	  T.	  taeniatus	  or	  T.	  alpestris	  
	  



Transplanted	  organizer	  cells:	  
	  
•  follow	  their	  own	  developmental	  

program	  (midline	  mesoderm	  >ssue:	  
notochord	  and	  somites)	  

	  	  	  	  	  	  	  	  
•  induce	  host	  cells	  to	  change	  their	  fate	  

forming	  a	  second	  embryonic	  axis	  
	  	  	  	  	  	  	  à	  neuraliza>on	  
	  	  	  	  	  	  	  à	  dorsaliza>on	  
	  
	  

cells	  can	  adopt	  their	  developmental	  
fate	  according	  to	  their	  posi7on	  when	  
instructed	  by	  other	  cells	  

X.	  laevis	  embryos	  

E.	  De	  Rober>s	   VIDEOS	  



	  
	  Experimental	  approach:	  	  isola>on	  and	  culture	  of	  >ssue	  fragments	  at	  different	  stages	  of	  
developmen	  (Amphibian	  embryos)	  
	  
Results:	  	  cell	  types	  differen>ate	  depending	  on	  the	  stage	  
	  



When?	  	  

during	  gastrula>on	  
	  

	  

How?	  

interac>on	  with	  neighboring	  >ssues	  

When	  and	  how	  embryonic	  >ssue	  
becomes	  commi%ed	  to	  the	  neural	  fate?	  	  



The	  molecular	  nature	  of	  the	  neural	  inducer	  

1°	  Hypothesis:	  the	  organizer	  and	  resul>ng	  notochord,	  through	  secreted	  
soluble	  molecules,	  instruct	  neural-‐plate	  differen7a7on	  in	  the	  overlying	  
ectoderm.	  	  

1924à	  ‘80s	  	  

Embryologists	  in	  search	  for	  the	  candidate	  molecule….	  

Try	  to	  extract	  the	  acGve	  factor	  	  
from	  the	  dorsal	  	  blastopore	  cells	  

Try	  candidate	  molecules	  	  
for	  similar	  inducGve	  acGviGes	  

Test	  other	  Gssues	  for	  inducGve	  acGvites	  



?	  Dissociated	  cells	  



Dissociated	  cells	  

The	  absence,	  not	  the	  presence,	  of	  an	  
intercellular	  signal	  was	  necessary	  for	  neural	  

differen>a>on	  
	  
	  

	  Neural	  fate	  might	  indeed	  be	  the	  'default'	  fate	  
of	  ectodermal	  cells	  



The	  molecular	  nature	  of	  the	  neural	  inducer	  

1°	  Hypothesis:	  the	  organizer	  and	  resul>ng	  notochord,	  through	  secreted	  
soluble	  molecules,	  instruct	  neural-‐plate	  differen7a7on	  in	  the	  overlying	  
ectoderm.	  	  
	  
	  

	  	  2°	  Hypothesis:	  the	  signal	  released	  by	  the	  organizer	  to	  cause	  neuraliza>on	  
and	  dorsaliza>on	  is	  not	  to	  a	  direct	  inducer,	  but	  instead	  consists	  of	  
antagonists,	  which	  block	  inhibitors	  that	  prevent	  the	  dorsaliza>on/
neuraliza>on	  of	  adjacent	  >ssue.	  



The	  default	  fate	  of	  ectodermal	  cells	  is	  neural	  differen7a7on	  
	  
This	  fate	  is	  prevented	  by	  signals	  	  from	  neighboring	  ectodermal	  cells	  	  	  

The	  inducer	  is	  a	  de-‐repressor	  of	  neural	  fate	  	  

•  What	  ectodermal	  signals	  repress	  neural	  differen>a>on?	  

•  What	  does	  organizer	  >ssue	  provide	  to	  overcome	  the	  effects	  of	  the	  repressor?	  
	  

The	  default	  model	  



In	  the	  Xenopus	  blastula,	  the	  cells	  in	  the	  middle	  of	  the	  embryo	  become	  mesodermal	  by	  
responding	  to	  ac7vin	  (or	  an	  ac>vin-‐like	  compound)	  produced	  in	  the	  vegetal	  
hemisphere.	  
	  

ac>vin	  

	  
At	  the	  blastula	  stage	  Ac7vin	  can	  promote	  
forma7on	  of	  neural	  7ssue….but	  this	  occurs	  
through	  an	  indirect	  effect	  by	  the	  dorsal	  mesoderm	  
(which	  is	  induced	  by	  ac>vin)	  

In	  the	  gastrula,	  ac>vin	  is	  ineffec>ve	  at	  promo>ng	  
the	  forma>on	  of	  neural	  >ssue,	  since	  the	  gastrula	  
ectoderm	  loses	  competence	  to	  form	  mesoderm	  in	  
response	  to	  ac>vin	  
	  

Candidate	  n°1:	  Ac7vin	  

…Ac>vin	  is	  not	  an	  authen7c	  neural	  inducer	  	  



Main	  criteria	  for	  the	  ac>vi>es	  of	  an	  authen7c	  neural	  inducer	  
	  
1)	  It	  should	  be	  able	  to	  induce	  neural	  >ssue	  from	  animal	  cap	  ectoderm	  in	  the	  absence	  of	  dorsal	  
mesoderm	  à	  direct	  induc7on	  
	  
2)	  competent	  ectoderm	  should	  be	  responsive	  to	  the	  neural	  inducer	  at	  the	  gastrula	  stage	  	  (when	  

dorsal	  mesoderm	  can	  s>ll	  induce	  neural	  >ssue)	  
	  
3)	  It	  must	  be	  present	  at	  the	  right	  7me	  and	  place	  to	  account	  for	  normal	  neural	  development	  
	  
4)	  elimina>on	  of	  its	  ac>vity	  should	  block	  normal	  neural	  development	  



Science	  1993	  



Experimental	  
strategy	  used	  
to	  isolate	  noggin:	  



Noggin	  	  
	  
	  
•  Is	  expressed	  by	  the	  organizer	  (at	  the	  right	  7me	  and	  place	  to	  be	  a	  neural	  

inducer):	  	  

noggin	  expression	  begins	  at	  the	  late	  blastula	  stage	  in	  the	  prospec7ve	  dorsal	  
mesoderm	  and	  con>nues	  in	  the	  gastrula	  stage	  organizer.	  
	  
Later,	  noggin	  is	  expressed	  in	  the	  organizer	  deriva>ves,	  the	  head	  mesoderm,	  and	  
notochordà	  the	  notochord	  directly	  underlies	  the	  neural	  plate	  and	  has	  been	  
shown	  to	  be	  a	  potent	  neural	  inducer	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

	  
	  



Direct	  neural	  induc7on	  by	  noggin	  
	  
1°	  set	  of	  experiments:	  	  
medium	  containing	  	  Xenopus	  noggin	  à	  added	  to	  blastula	  animal	  caps	  	  
	  	  

•  analysis	  of	  specific	  transcripts	  (neural	  and	  mesoderm)	  
	  

NCAM	  
Beta-‐tubulin	  (isoform	  expressed	  in	  hindbrain	  and	  spinal	  cord)	  
XIF3	  (neurally	  expressed	  intermediate	  filament	  gene)	  
	  
Muscle	  ac>n	  
Goosecoid	  (early	  mesoderm	  marker)	  
Brachyury	  	  (Xbra)	  (early	  mesoderm	  marker)	  
	  

Resultsà	  noggin	  induces	  neural	  >ssue	  (+NCAM,	  XIF3,	  Beta-‐tubulin)	  	  in	  the	  absence	  of	  mesoderm	  
(ac>vin	  at	  this	  stage	  induces	  both	  mesoderm	  and	  neural	  markers)	  
	  
Similar	  results	  were	  obtained	  by	  adding	  noggin	  to	  the	  gastrula	  
	  
	  
	  

Noggin	  

induc>on	  



chordin	  Is	  Expressed	  in	  Regions	  with	  Head,	  Trunk,	  and	  
Tail	  Organizer	  Ac7vity	  
	  
(A)–(D)	  and	  (I)	  are	  vegetal	  views,	  dorsal	  side	  is	  at	  the	  top.	  
(E)	  is	  viewed	  from	  the	  dorsal	  side	  with	  anterior	  at	  top.	  (F)–
(H)	  are	  lateral	  views.	  
	  

Like	  noggin,	  chordin	  is	  a	  secreted	  protein	  that	  is	  
expressed	  by	  the	  organizer	  region	  during	  the	  period	  
when	  the	  neural	  induc9on	  occurs	  
	  

Digoxygenin-‐labeled	  an>sense	  chordin	  RNA	  was	  hybridized	  to	  
embryos	  

stage	  9.5	  	   stage	  10.25	  

stage	  10.75	  	   stage	  11.5	  	  

stage	  13	   stage	  26	  	  

stage	  33	  

stage	  42	  
ß	  LiCl-‐treated	  embryo	  

stage	  11.5	  	  



Truncated	  Ac>vin	  type	  II	  receptor	  
(dominant	  nega>ve)	  

promotes	  neuraliza>on	  

Ac>vin-‐like	  molecule	  	  
(TGF-‐β	  family)	  inhibitor	  of	  

neuraliza>on	  



FollistaGn=	  Key	  regulator	  in	  adult	  reproducGve	  system	  à	  by	  inhibiGon	  of	  AcGvin	  
	  

Follista>n	  -‐-‐I	  	  Ac>vin-‐like	  -‐-‐I	  Neural	  induc>on	  
	  

+	  
-‐	   -‐	  

(TGF-‐β	  family)	  



Sog	  
	  
	  
	  
	  
	  

func>onal	  homologus	  of	  chordin	  	  
	  

antagonizes	  dorsalizing	  effect	  of	  decapentaplegic	  	  
	  	  (	  a	  member	  of	  the	  TGF-‐β	  family	  )	  
	  

homologus	  of	  BMP-‐4	  





Dpp=decapentaplegic	  
	  
Sog=short	  gastrula>on	  

BMP4=bone	  morphogene>c	  protein	  4	  
	  
Chordin	  

	  in	  drosophila	   in	  the	  frog	  

Vertebrates	  and	  Invertebrates	  use	  similar	  molecules	  to	  pa%ern	  the	  dorso-‐ventral	  axis	  



Follista>n	  -‐-‐I	  	  Ac>vin-‐like	  -‐-‐I	  Neural	  induc>on	  
	  

+	  
-‐	   -‐	  

(TGF-‐β	  family)	  

Follista>n	  -‐-‐I	  	  	  	  	  	  BMP-‐4	  	  	  	  	  -‐-‐I	  Neural	  induc>on	  
	  

+	  
-‐	   -‐	  

(TGF-‐β	  family)	  
Chordin	  
Noggin	  





BMPsà	  belong	  to	  the	  Transforming	  Growth	  
Factor-‐β	  (TGF-‐β)	  superfamily	  of	  proteins	  
(represent	  the	  largest	  sub-‐group	  of	  the	  TGF-‐β superfamily	  
à	  20	  growth	  factors)	  
	  
Canonical	  pathway:	  
	  
1.  BMPs	  bind	  to	  type	  I	  or	  type	  II	  receptors	  

à	  form	  a	  heterotetrameric	  complex	  
2.  The	  cons>tu>ve	  ac>ve	  type	  II	  receptor	  

transphosphorylate	  type	  I	  receptor	  
3.  Type	  I	  receptor	  phosphorilates	  the	  R-‐

Smads	  (1-‐5-‐8)	  
4.  Phosphorilated	  Smad1/5/8	  associate	  

with	  co-‐Smad4	  
5.  P-‐Smad1/5/8-‐Smad4	  complex	  

translocates	  to	  the	  nucleus,	  where	  it	  
further	  associates	  with	  coac>vators	  or	  
corepressors	  to	  regulate	  gene	  
expression.	  

	  
	  
	  

BMP	  receptors	  =serine/	  threonine	  receptor	  kinases	  	  

Wang	  et	  al.	  2014	  

BMP	  signaling	  pathway	  



BMP	  receptors	  =serine/	  threonine	  receptor	  kinases	  	  

Wang	  et	  al.	  2014	  

BMP	  signaling	  pathway	  

BMP	  signaling	  modula>on:	  
	  
	  
1.Extracellularly	  :	  e.g.,	  Noggin,	  Chordin,	  
Follista>nà	  antagonists	  
	  
2.	  Intracellularly	  (e.g.,	  FKBP12,	  microRNAs,	  
phosphatases,	  and	  I-‐Smads6/7)	  
	  
	  3.	  by	  co-‐receptors	  in	  the	  plasma	  membrane	  
(e.g.,	  Endoglinà	  vascular	  growth	  and	  
disease).	  
	  
	  



…what	  we	  know	  now	  



BMP	  Antagonists	  	  Expressed	  in	  Spemann’s	  Organizer	  
	  

midblastula	  

late	  blastula	  

early	  gastrula	  

midgastrula	  
Dorsal	  is	  to	  the	  right	  with	  the	  animal	  pole	  toward	  the	  top	  of	  the	  figure	  

Xenopus	  tropicalis	   Xnr3=Xenopus	  nodal-‐related-‐3	  	  



Claudio D. Stern Development 2005;132:2007-2021 

The `default model' in Xenopus	  

Prospective territories are: organizer in red, ventral mesoderm in pink, neural tissue in blue, epidermis 
in yellow and yolky endoderm in green.	  



Main	  criteria	  for	  the	  ac>vi>es	  of	  an	  authen7c	  neural	  inducer:	  
	  
1)  the	  molecule	  should	  be	  able	  to	  induce	  neural	  >ssue	  from	  animal	  cap	  ectoderm	  in	  the	  

absence	  of	  dorsal	  mesoderm	  à	  direct	  induc7on	  
	  
2)	  competent	  ectoderm	  should	  be	  responsive	  to	  the	  neural	  inducer	  at	  the	  gastrula	  stage,	  when	  

dorsal	  mesoderm	  can	  s>ll	  induce	  neural	  >ssue	  
	  
3)	  must	  be	  present	  at	  the	  right	  >me	  and	  place	  to	  account	  for	  normal	  neural	  development	  
	  
4)	  elimina7on	  of	  its	  ac7vity	  should	  block	  normal	  neural	  development	  
	  
	  

Loss	  of	  func>on	  assay	  

Morpholino	  based	  knock	  down	  
	  approaches	  to	  inhibit	  transla>on	  of	  mRNA	  



Sox2	  expression	  in	  neurula	  (st	  14–15)	  embryo	  

F	  =	  follista>n,	  C	  =	  chordin,	  N	  =noggin,	  UC	  =	  uninjected	  sibling	  control	  embryos,	  MO	  =	  morphant,	  and	  	  
MO	  +	  R	  =	  morphant	  rescued	  with	  pufferfish	  noggin	  mRNA.	  
	  
Khokha	  et	  al….R.	  Harland,	  Developmental	  Cell	  2005	  
	  

Xenopus	  tropicalis	  	  
	  

Loss	  of	  func>on	  assay	  with	  Morpholinos	  



Dele>on	  of	  3	  BMP	  antagonists	  
from	  Spemann’s	  organizer	  leads	  

to	  a	  chatastrophic	  loss	  
	  of	  dorsal	  structure	  

Conclusive	  in	  vivo	  evidence	  that	  
BMP	  inhibitors	  are	  essen>al	  for	  

neural	  induc>on	  	  
and	  

dorsal	  mesoderm,	  somites	  and	  
notochord	  	  

	  
Khokha	  et	  al.,	  Developmental	  Cell	  2005	  
	  

Lack	  a	  morphological	  neural	  plate	  at	  
the	  neural	  stage	  	  and	  dorsal	  	  
mesoderm	  structures	  
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BMP	  paoerning	  system	  and	  gene>c	  redundancy	  
in	  mice	  

WT	   Nog	  KO	   Nog/Chd	  KO	  

Bachiller	  et	  al.,	  2000	  

Gene>c	  redundancyà	  to	  be	  taken	  into	  account	  in	  programming	  a	  LOF	  approach	  



Watch	  video	  



Beyond	  the	  default	  model	  

•  The	  default	  model	  may	  be	  too	  simplis>c	  to	  describe	  neural	  induc>on:	  In	  amniotes,	  
the	  expression	  of	  BMP	  ligands	  and	  antagonists	  is	  not	  en>rely	  consistent	  with	  this	  
model…	  

•  Other	  factors	  involved:	  
	  
FGFs:	  	  
-‐  In	  chicks,	  blocking	  FGF	  signalling	  can	  lead	  to	  a	  loss	  of	  neural	  markers	  like	  Sox3	  	  
(	  In	  the	  urochordate	  Ciona	  intesGnalis,	  FGF	  is	  an	  important	  neural	  inducing	  signal)	  



	  
	  (1)	  FGF	  signalling	  is	  required	  for	  
the	  expression	  of	  Noggin,	  which	  
acts	  outside	  the	  cell	  to	  bind	  and	  
inhibit	  the	  ac>vity	  of	  BMP	  ligands	  
	  
(2)	  FGF	  signalling	  results	  in	  the	  
phosphoryla>on	  of	  SMAD1,	  5,	  8	  in	  
a	  central	  domain,	  which	  inhibits	  its	  
ability	  to	  move	  to	  the	  nucleus	  or	  
ac>vate	  the	  transcrip>on	  of	  BMP	  
target	  genes	  
	  
(3)	  FGF	  signalling	  can	  directly	  
ac>vate	  the	  transcrip>on	  of	  a	  set	  
of	  neural	  genes	  
	  
(4)	  FGF	  can	  inhibit	  the	  expression	  
of	  genes	  coding	  for	  BMP	  ligands	  
	  

FGF	  impact	  on	  neural	  induc>on	  

FGFs:	  posi7ve	  effectors	  of	  vertebrate	  neural	  induc7on	  à	  instruc7ve	  ac7vity	  
	  




