N

N

Caractérisation du réle clé de Mab2112 dans le
développement de la rétine et du rhombencéphale chez
le poisson-zebre

Anais Vitrac

» To cite this version:

Anais Vitrac. Caractérisation du réle clé de Mab2112 dans le développement de la rétine et du
rhombencéphale chez le poisson-zeébre. Neurosciences [g-bio.NC]. Sorbonne Université, 2020. Frangais.
NNT: 2020SORUS164 . tel-03337876

HAL Id: tel-03337876
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-03337876

Submitted on 8 Sep 2021

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-03337876
https://hal.archives-ouvertes.fr

fh

SORBONNE
UNIVERSITE

v/

These de doctorat
Sorbonne Universitée

Ecole doctorale 158 : Cerveau-Cognition-Comportement
Neuroscience Paris-Seine

Caractérisation du rble cle de
Mab2112 dans le développement de
la rétine et du rhombencéphale chez

le poisson-zebre

Par Anais Vitrac

Sous la direction de Jamilé Hazan

Soutenue le 3 avril 2020

Mme Muriel Perron Rapporteur
M. Jean-Michel Rozet Rapporteur
Mme Isabelle Brunet Examinateur
M. Xavier Nicole Examinateur
M. Filippo Del Bene Examinateur

Mme Jamilé Hazan Directrice de these












Remerciements

Remerciements

Aprés un peu plus de quatre années passées au sein de I'IBPS, mon travail de thése
s’achéve désormais. Méme si, la plupart du temps, j’étais seule a maniper, tout ce travail
n’aurait pas été possible sans ’aide et le soutien de nombreuses personnes, que ce soit sur le

plan scientifique ou moral, alors tenez-vous bien car les pages suivantes sont pour vous.

Pour commencer je voudrais remercier mes rapporteurs - Muriel Perron et Jean-Michel
Rozet - de prendre le temps d’analyser et juger mon travail de these, ainsi que les membres de
mon jury - Xavier Nicole, Filippo Del Bene et Isabelle Brunet — pour accepter de venir évaluer
mon travail. C’est un honneur pour moi de présenter mes résultats et conclusions devant vous

tous.

Je tiens également en particulier a remercier ma directrice de these, Jamilé Hazan, qui
m’a fait confiance et accueillie au sein de son équipe sans rien savoir de moi. J’ai toqué a ta
porte, un peu a la derniere minute, en quéte d’un stage de M2 et tu m’as fait confiance pour
partir sur un sujet qui differe grandement de ce que tu avais I’habitude d’étudier. Je te remercie
donc pour cette liberté de recherche que tu m’as donnée au cours de ma thése. J’ai toujours eu
I’impression que c’était véritablement mon projet et que je pourrais ’emmener dans les
directions que je désirais et cela était tres important pour moi. Je te remercie également pour ta
bonne humeur et les petites douceurs que tu rapportes souvent au laboratoire. Ce n’est peut-€étre
pas grand-chose mais quand les journées sont difficiles, cela met toujours du baume au cceur.
Enfin, je te remercie pour ces derniers mois de these ou nos discussions scientifiques sur
I’avancée du projet se sont particulierement multipliées et intensifiées. Nous ne sommes plus
que toute les deux désormais et ces discussions étaient extrémement stimulantes pour 1’écriture

de ce manuscrit donc encore merci a toi.

Je voudrais également remercier les membres de ’ancienne équipe Développement et
Dégenérescence des Neurones Moteurs Spinaux : Coralie Fassier, Melody Atkins, Laila Gasmi
et Nicolas Jardin. Je remercie grandement Coralie pour toute I’aide technique et scientifique
qu’elle m’a apportée au cours de ma présence au laboratoire. Malgré que nous ne travaillions

pas sur le méme sujet, ni méme sur les mémes organes, tu as toujours été la pour me donner des

Page | 1



Remerciements

conseils et des protocoles alors un grand merci a toi. Méme aujourd’hui, alors que tu travailles
désormais a I’institut de la vision, tu continues de m’aider sur des techniques nouvelles et que
je ne maitrise pas encore. Je sais que ces derniéres années ont été particulierement chargées et
stressantes pour toi, je te remercie donc d’avoir su prendre du temps pour moi aussi bien
scientifiguement que moralement. Je te souhaite beaucoup de bien pour la suite et bienvenue
dans les joies de la recherche sur le systéme visuel.

Je remercie également énormément Melody, ma compagne thésarde qui m’a supportée
durant sa fin de these et le début de la mienne. Si tu n’avais pas €té 1a, ma thése n’aurait pas été
aussi sympathique a vivre. Le fait d’avoir une autre étudiante traversant les mémes choses que
moi et avec qui je pouvais partager les moments de doutes comme de joies était trés important
pour ma santé mentale. Je retiens notamment notre escapade a Budapest pour un congrés, ¢’était
vraiment une petite parenthése sympathique a partager avec toi. Le laboratoire a paru bien vide
apres ton depart. Je te souhaite plein de courage pour la suite de ta carriere et surtout plein de
réussite, je ne doute pas que tu réussiras a atteindre tes objectifs.

Je remercie Laila pour toutes ces discussions scientifiques et conseils pratiques tout au
long de ma thése ainsi que toutes nos petites discussions non scientifiques. Tu as été d’un grand
support durant ces dernieres annees et je te remercie pour cela. Méme maintenant que nous ne
travaillons plus dans les mémes equipes tu continues de venir m’apporter ton aide et de prendre
de mes nouvelles. Tu es quelqu’un d’entier et je te remercie pour tout cela.

Enfin, je remercie Nicolas avec qui je n’ai pu partagé qu’une seule année de travail avant
son départ. Lorsque je suis arrivée, j’étais une jeune stagiaire de M2 qui n’avait pas encore pris
ses marques et tu as pris soin de me présenter aux membres de ’institut et de faire en sorte que
je me sente accueillie. Je t’en suis grandement reconnaissante. C’est également toi qui m’a
appris a m’occuper de I’animalerie aquatique et qui m’a aider a savoir ou était rang¢ tout notre
matériel. Tu étais surement tres occupé, étant en fin de quatrieme année de these mais tu as

toujours su étre présent pour moi. Alors pour ¢a je te dis un grand merci.

Durant cette theése j’ai également officiellement changé d’équipe puisque Jamilé Hazan
a rejoint les membres de 1’équipe Neurophysiologie et Comportements dirigée par Philippe
Faure. Je tiens a le remercier, lui et toute son équipe au complet, pour leur accueil. Malgré le
fait que nous travaillons sur des sujets complétements différents, vous étes quand méme préts
a m’écouter parler de mes résultats et a me donner des conseils pour la suite. De plus, bien que
nous ne soyons méme pas situés dans les mémes bureaux, vous m’incluez toujours dans vos

évenements sociaux d’équipe et je vous en remercie pour cela. Je remercie tout particuliérement

Page | 2



Remerciements

Philippe Faure sans qui cette thése aurait pris fin au mois de novembre. Bien que ne travaillant
pas sur ces thématiques, il m’a quand méme financé plusieurs mois de salaire de maniére a ce
que je puisse achever mon travail de thése. Il finance également tout le matériel dont je pourrais
avoir besoin pour cette fin de thése donc un énorme merci a lui. Ma thése ne serait pas ce qu’elle

est aujourd’hui sans ce soutien financier.

Je tiens également a remercier les membres actuels et anciens de ’association des
doctorants et post-doctorants de I'IBPS (anciennement club des docs et post-docs) : Claire
Nguyen, Sophie Fayad, Jennifer Durant, Pauline Monnot, Julie Stoufflet, Estefani Saint-Jour,
Pénélope Tignard, Pénélope Darnat, Soumee Bhattacharya, Maxime Chaulet, Elia Mota, Arturo
Torres et Josquin Courte. J’ai rejoint vos rangs il y a un peu plus d’un an aprés que mon équipe
se soit grandement réduite et votre présence et votre grain de folie m’ont fait le plus grand bien.
Je vous remercie pour votre bonne humeur sans faille et ces moments partages a essayer
d’amener un peu de vie et de cohésion au sein de notre institut, je ne suis pas préte de les oublier.
Avoir une petite communauté d’étudiants partageant les mémes étapes que moi étaient vraiment
un soutien important pour cette derniere année. En particulier, je voudrais remercier grandement
Claire avec qui j’ai découvert une passion commune pour les danses latines. Je ne pourrais
jamais assez te remercier de m’avoir trainée a toutes ces soirées salsa alors que j’étais en train
de crouler sous les choses a faire pour I’écriture de ce manuscrit. Toutes ces petites sorties
m’ont fait un bien fou et je suis ravie d’avoir eu I’occasion de découvrir une si belle personne.
J’espére que notre amiti€¢ continuera par la suite méme si la distance physique devait s’installer

de par les chemins différents que nous allons emprunter.

Je voudrais aussi remercier grandement Christine Vesque et son équipe au sein du
département de Développement pour toute son aide technique apportée au cours de ma these
ainsi que pour tout le matériel qu’elle a pu me procurer tels que des plasmides, sondes etc. Je
la remercie également d’avoir pris le temps de faire partie de mes comités de suivis de thése.
Elle a su garder un ceil critique et bienveillant sur I’avancement du projet et m’a fourni de

nombreux conseils. Merci encore a toi pour toutes ces petites formations et conseils.
Je tiens a remercier chaleureusement toute 1’équipe de I’animalerie aquatique de

’institut et en particulier Alex Bois, Stephane Tronche et Abdelkrim Mannioui. VVous faites un

énorme travail a ’animalerie pour nous permettre de réaliser notre recherche et tout cela serait

Page | 3



Remerciements

bien moins facile sans vous alors je vous dis un grand merci. Merci aussi a Alexis Eschstruth

pour sa formation CRISPR/Cas9 au sein de I’animalerie.

Je tiens également a remerciant Joanna Diamant, ma gestionnaire, pour toute I’aide
administrative qu’elle a pu m’apporter et pour avoir toujours gardé le sourire malgré les

problemes administratifs qu’il pouvait y avoir.

Je remercie Alexandra Rebsam pour sa participation a mes comités de suivi de theése et
ses conseils sur la suite du projet. Ces comités pouvaient étre longs mais tu étais toujours

souriante et bienveillante.

Enfin, je remercie tous mes collegues de 'IBPS que je croise au détour d’un couloir ou
a la cafétéria. Nos échanges étaient parfois bref et parfois trés long mais toujours les bienvenues.
Vous avez participez a faire de mon environnement un endroit sympathique ou j’ai pu

m’épanouir en toute sérénité.

Mais je ne peux m’arréter 1a sans oublier des personnes trés importantes. Une thése est
avant tout un cheminement scientifique mais celui-ci ne serait pas possible sans un bon équilibre
personnel et pour cela je me dois de remercier tous mes proches, qui ne comprenaient pas
forcément ce que je pouvais bien faire de mes journées, mais qui étaient toujours la pour me
soutenir.

Je remercie ainsi du fond de mon cceur toute ma famille — mes parents Jacques Vitrac et
Chantal Hervé, mes sceurs Anne-Sophie et Ameélie, mes beaux-freres Juan Diego et Renaud
ainsi que ma niéce Haylie - pour m’avoir écouté me plaindre les jours ou ¢a n’allait pas et pour
avoir, au contraire, supporté mon enthousiasme et mes déblatérations les jours ou tout se passait
bien. Bien que vous soyez persuadés que je passe mon temps a disséquer des yeux de poissons
(ce qui, je le répéte, est totalement faux), vous avez toujours été la a m’encourager et a me
relever lorsque les choses n’allaient pas et ce depuis bien avant que je commence cette these.
Un grand merci a vous car il est évident que sans votre éducation et votre soutien je n’en serai
pas 1a aujourd’hui. Je pourrais continuer encore pendant des lignes et des lignes, aprés tout j’ai
27 années de choses a vous remercier, mais je pense que vous savez déja a quel point vous étes
importants et je vais donc m’arréter la. J’espere que vous apprécierez ce travail et qu’il vous

rendra fiers, ne serait-ce qu’un petit peu.

Page | 4



Remerciements

Et enfin je tiens a remercier tous mes amis qui ont été 1a pour moi et qui ont su m’aérer
I’esprit par leur présence. En premier, je remercie mes fidéles amies d’enfance Emma Briffaut,
Adeline Tahan, Marine Lalu, Carole Repérant, Sarah Desagnat et Charlotte Thébault. On se
connait depuis toujours et je sais que méme si désormais on habite un peu au quatre coin de la
France, voire de la planéte, je pourrais toujours compter sur vous. J’ai passé mon enfance avec
vous, vous m’avez vu devenir celle que je suis aujourd’hui et rien ne changera jamais cela.
Merci a vous d’étre toujours les mémes, surtout ne changez jamais !

Je remercie aussi mes deux sceurs de coceur Héléne Francois et Stacy Lefebvre. Votre
soutien sans faille et votre écoute est trés importante pour moi et j’espere que notre amitié ne
se fanera jamais. Je sais que vous serez toujours la quoi qu’il advienne, et je vous remercie pour
tous ces bons moments partagés durant cette these qui m’auront permis de me poser un peu et
de m’aérer I’esprit.

Je remercie également mon groupe de folles du master : Samantha Chery, Roselina Lam,
Mathilde Audry, Eleonore Mulot, Yetki Aslan ainsi que leur conjoint respectif Paul, Julien,
Clément et Norman pour toutes ces apres-midi et soirées de fun passées tous ensembles. VVous
m’avez fait me remettre au sport, découvrir des tonnes de jeux de sociétés et tellement d’autres
choses que je ne vous remercierais jamais assez. C’est toujours un bonheur que de passer du
temps avec vous que soit en groupe ou en individuel. Vous avez été de véritables petites
escapades hors du temps pendant cette thése alors encore merci a vous tous.

Et enfin je remercie mes autres amis Anna-Marine Lavaud, Myléne Bun et Antoine
Canat. On se voit un petit peu moins souvent mais vous faites aussi parti de mon petit support

moral et je tenais a vous remercier pour votre gentillesse et votre amitié.

Page | 5






Table des matieres

Table des matieres

Table deS FIUIES........c..ooiiieeeee et et e st e e aeesaaessteenaeesaaesnreens 11
ADBIEVIAtIONS ...t ettt b et b et sh et eh et s h et eae et sae e 13
Chapitre 1 : INtrodUCtion .............cccoiiiiiiic et 15
l. Développement du SYyStemMe VISUEI .....ccoeeeeeiiieiiiicc e, 17

1. Morphogenése de I'0€il.....cccooeeeeeieeeiee e 19

a) Etablissement du champ OCUIAIre .......c..uvviiiiiieiiiiiieeeee e 19

b) Séparation du champ OCUIAINE ........uvieeiieiiiiiieeeee e e e a e 22

a)  Vésicule et CUPUIE OPLIQUES ...vvveiiee ettt e et e e e e e sraa e e e e e e e e e aaaraeees 23

. Différenciation de 1@ FELINE ....ccooviiiiiiee e s 26

Q) PrOlifEration oo 26

b)  Différenciation N VAGUES .......cooecuiiiiiiiee ettt e e e e et re e e e e e e e e enaraaeeaaae s 28

c) Signaux permettant I'hétérogénéité des cellules de larétine ........................l, 29

. Lamination de 1@ r8EiNe.......eiei e 34

a)  Migration cellulair@.......cooeeeeeeeeiee e 34

o) I\ T = Yu o T o I Do 1 F=1 [T PP PPPPPPPPPRt 35

4. Pathologies liées au développement de I'ceil : troubles microphtalmiques, anophtalmiques

L olo] (o] o T g a L=t 1Y/ 1 ) TR RPN 41
a) Role des facteurs de transcription........cccceeeeeieiiii 42
b) Différentes voies de signalisation iMpPliQUEES...........eevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiireeeeeeeeeeeveeee e, 44
c) Autres familles de génes a l'origine de MACS ..........coooeiiiiiiiii, 47
La famille Mab-21 ... e e 48

o PremiBre dBCOUVEITE....ccoiiiii ettt et e st e s s e e e s aaeeee s 48
. Différents paralogues chez les Vertébrés ............ccccoiiiiii 49
) Mab2LI3 . 50
o) I\ =1 « 2 1 S RTSPRRRTR 51
B (V=1 o 1 2SR 54
a) Expression au cours du développement des vertébrés................cccc 54
a) Conséquencesdelapertede mab2ll2...........ccooiii 55
b) Voies de signalisations de Mab2112.............uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeerreeareraa——. 57
c)  Mutations chez THOMME.........ooooiiiiii 58
ObjJectifs dE [@aTRESE ..ot et 61



Table des matieres

Chapitre 2: Mateériels et MEthodes................oooviiiiiiii e 65
Chapitre 3: Résultats et diSCUSSION ............c.ccoooiiiiiiiiiie e 73
I.  Role de Mab2112 dans e SyStEME VISUEI ........c.eeveeiieiiiieiiecee e 75
1. EXPression de mab2112........oooeeeeeeeeeeeeeeeee e, 75
2. Les outils de la perte de fonCtion ... 75
3. La perte de fonction partielle ou totale induit la formation de colobomes..........cccccceeeeeeennee. 77

4. La perte de Mab21I2 chez les morphants engendre une expansion de Pax2 au détriment de
PAXB .ttt ettt h e bt e s bt e bt e e s b et e sa bt e e bt e e e be e e s b e e e hb e e e be e e nareeeeareeeanee 78
5. La perte de fonction de Mab2112 entraine des défauts de trajectoire axonale des RGCs....... 78

6. La perte de Mab21I2 entraine également des défauts de formation des photorécepteurs....81

7. L'absence ou la diminution de Mab21l2 provoque des problémes de lamination de la

(0= 4T [PPSO PPTTPRPPP 82
8. Conséquence de la perte de Mab2112 sur la mort cellulaire ...........uuvveeeeeeevevieveeieeeieiieiiennnnnn, 85
a) L'apoptose est augmentée uniquement chez les morphants.......cccccoeeevvieeeeeeeeecccnnnneen. 85

b) L'augmentation de I'apoptose chez les morphants est bien significative mais plus faible

QUE PIEVU... ceeeeeeeeeeee e e e et e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaans 86

9. Analyse comparative transCriptOMIQUE ...........eeviiieiiieireriieeereeereererrrererereerrrererrre——————————. 88
Role de Mab2112 dans le développement du rhombencéphale ........cccceeeevveevereennennee, 91

1. Développement du rhombencéphale............ccoooiiii 91
a) Segmentation durhombencéphale............cco 92
(i) Formation des frontiéres inter-rhombomMEriQUES ...........uvvvviiviiiieiiiiiiieiiieiieereereeeeeeaeen, 93

(i) Genes Hox : structure de la segmentation.........cccccoeoi 94

(iii) Les cofacteurs des HOxX : les Meis €t POX ......ccovvveviiueiiiiiiiiiiiiicece e 96

(iv) Autres marqueurs des rhOMBDOMErES..........uuviiiiiiiiiiiiiiiieeieeereerrerererrerrrererer————————.. 98

(v) Les voies de signalisations et le développement du rhombencéphale..................... 99

b) Formation et migration des neurones branchio-moteurs craniens ...........cccccvvvvvvvevnnnns 104
(i) Facteurs communs a l'identité des rhomboMEres .........ccvvvvvvvvviviiivieeeiiiiieeeeeeeeeeeeans 105

(ii) Autres facteurs de transCriplion .........uiiiiiiiiiiiiiiiiiieieireeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeerrrraa———.. 106

(iii) Importance des SigNaUX EXTEITEUIS ... ....uu e aan 106

2. Résultats eXperimentauX .......cccoiiiiiiiiie e, 107
a) La perte transitoire de Mab2112 altére le développement du cervelet ........................ 107

b) Le knockdown de Mab2112 engendre des défauts de développement du rhombencéphale

gue I'on ne retrouve que partiellement chezle mutant...................... 108
¢) Validation de la spécifité des phénotypes du rhombencéphale.................................... 110
d) Les défauts du rhombencéphale sont compensés par Mab21l1 chez les mutants......... 112
e) Effet de I'absence de Mab2112 sur les marqueurs du rhombencéphale....................... 113

Page | 8



Table des matieres

f)  Analyse des résultats de notre crible transcriptomique sous I’angle du

(g aTeTaaY o T=TaTol=T o] o = [P PPPPPPPPPPRt 115
Chapitre 4 : Conclusion et PersPeCiVeS ...............cccueeiiiiiiiiiecie et sae e 117
I.  Mab21l2 est un élément clé du développement du systeme visuel............ccceevernnne 119

.  Mais Mab21l2 est également requis dans la formation du rhombencéphale et du

oY Y7=1 L= PR PO PUPPPROt 121
lll.  Morphants et mutants donnent des phénotypes similaires ........cccccccevvvevcvevieneeeinnns 122
BIiBHIOZIaPRI@ ........oooeeeeceee e e ettt ere e eeareeens 125
LY 3T 1) = PP PPSPRPRR 167

Page | 9






Table des figures

Table des figures

Figure 1 : Couches cellulaires de la rétine chez les mammiferes et le poisson-zebre.............. 18
Figure 2 : Modele proposé pour la séparation du champ oculaire ............eeevveeeeveveeeveevenennnnns 22
Figure 3 : Modele proposé pour I’évagination de la vésicule optique............uuvvveevveerevveeennnns 23
Figure 4 : Le rble de Shh dans la formation des vésicules optiques suite a I’évagination ....... 24
Figure 5 : Invagination de la cupule optique et création de la fissure choroidienne .............. 25
Figure 6 : Schéma du réseau de régulation de la sortie du cycle cellulaire ........cccceeeeeveennnneee. 28
Figure 7 : Différenciation en éventail des cellules de la rétine du poisson-zebre.................... 29
Figure 8 : Modeles de la différentiation des RPCS ..........uceeeieeiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeveeee e eeeeeenaaen 30
Figure 9 : Modele de pluripotence des RPCs et de leur régulation ..........cccceevvvvveeeeeeeeenennnnnn. 33
Figure 10 : Migration apico-basale des RGCS .........c.oeeurrviiiiiieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeerreeee e e e eeeeenaaaes 35
Figure 11 : Controle de la croissance axonale des RGCS. .........coovvvvvivieeeeeeiiieeeriiiieeeeeeeeeeernnnes 40
Figure 12 : Colobomes chez I’'Homme et le poisson-z€bre ........cccccvvveeeeeeiiiivevviiiieeeeeeeeeeeennnn, 41
Figure 13 : La mutation de mab-21 entraine une fusion des raies sensorielles 4,5 et 6 ........ 48
Figure 14 : Perte et gain de fonction de Xmab21l3 ........ceeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 50
Figure 15 : Expression différentielle de mab2111 et mab2112 chez la souris......cccceeeeeeveennnee. 51
Figure 16 : Les signes cliniques du syndrome COFG associé a des mutations dans MAB21L1 53
Figure 17 : Expression de mab21I2 chez 'embryon de poisson zebre .......cccccccvveeeeeeeeerveennnnn. 54
Figure 18 : Expression de mab21l12 chez différentes eSpeces .......cccceeeeeveiiivrevrviiiieeeeeeeeveennnnn. 55
Figure 19 : Tableau récapitulatif des défauts associés a chaque mutation ...........cccccevvvvennen. 59
Figure 20 : Mutations de MAB21L2 et phénotypes cliniques assOCiés............uuvveerevereeeeeeennnns 60
Figure 21 : Potentiels partenaires d’interaction de Mab2112 ..........cccccevvviiiviiiiiiiivieiriiiieinnnns 63
Figure 22 : Vérification du motif d’expression de Mab21l2.............cevvvvviiiviviiiieneerieiriiieeeennnns 75
Figure 23 : Création d’une lignée mutante nulle mab21l2 ..........cccvvviviiiiiiiviiiiiiiiiiiieeeeeeaeens 76
Figure 24 : L’absence de mab21I2 entraine la présence de colobomes..........ccccvvvvvvvvevvvnnnnnes 77
Figure 25 : La perte de Mab2112 modifie I’expression de facteurs de transcriptions.............. 78
Figure 26 : La perte partielle ou totale de Mab21I2 engendre une croissance axonale anormale
Lo [ 1 PPNt 80
Figure 27 : La déplétion de Mab21l2 entraine une baisse significative du nombre de
(o] gTe T g =Tol=Y o) =T UL PPNt 81
Figure 28 : Impact de la diminution ou de I'absence de Mab2112 sur la lamination de la rétine
............................................................................................................................................. 83
Figure 29 : Expression d’Islet1 dans les rétines de larves contréles, morphantes et mutantes

............................................................................................................................................. 85
Figure 30 : La perte de mab21I2 impacte différement les morphants et les mutants quant a ..
=T o ToT o] o LY <IN T Vo [V 11 = RPN 86
Figure 31 : L'augmentation de I'apoptose chez les morphants reste significative méme apres
supression de celle INAUILE Par P53 i e et e e e e e e e tabaaeeeeaeeeens 87
Figure 32 : Perturbation du rhombencéphale suite au knockdown de mab21l2.................... 91

Page | 11



Table des figures

Figure 33 : Organisation du rhombencéphale .............euvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeaee 92
Figure 34 : Expression des genes Hox dans les rhombencéphales murin et téléoste.............. 96
Figure 35 : Expression de trois marqueurs clés du patterning du rhombencéphale............... 99
Figure 36 : Schéma récapitulatif des acteurs du développement du rhombencéphale........ 103
Figure 37 : Organisation des neurones craniens du poisson-zebre..........cccvvvvvvevveveeeeenennennns 104
Figure 38 : La taille du cervelet est réduite chez les morphants mab21I2 ...........ccccevvvvvnnnens 108
Figure 39 : Le knockdown et le knockout de Mab21l2 affectent le développement du
rhombencéphale a des degrés diffErents...........uuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee . 110
Figure 40 : L’injection du morpholino mab2112 n’aggrave pas la sévérité des phénotypes
010 =] | £SO PPTPRPUPPPRRPUPRt 111
Figure 41 : Le knockdown de Mab21I1 dans les mutants Mab21123%" entraine I'aggravation des
phénotypes associés a la perte de Mab2112 dans le rhombencéphale.............ouvveevvevvennnnns 113
Figure 42 : Expression de certains marqueurs clés du rhombencéphale aprés déplétion de
Y= o 7 PP PPPPPPPRt 114

Page | 12



Abréviations

Abcb6
AC
ADN
Alcam
ARN
ARNM
Atoh5
BC
bHLH
BMP
BMPR1b
CAM
Ccndl
cGAS
CMz
COFG
CRMP4

Cxcr4

dpf
dsRNA
EBP
EFTF

FGF
GCL
GFP
HC
HDAC
hpf
HSPG
INL
INM
IPL
KD
KO
LBP
Mab21
Mab2111/2
MAC
MHB

mMiRNA

Abréviations

ATP-Binding Cassette subfamily B Member 6

Amacrine Cell ou cellule amacrine

Acide DésoxyriboNucléique

Activated leukocyte CAM (pour Cell Adhesion Molecule)

Acide RiboNucléique

ARN messager

Atonal homologue 5

Bipolar Cell ou cellule bipolaire

basic Helix Loop Helix, un facteur de transcription porteur de ce motif
Bone Morphogenetic Protein ou protéine morphogénétique des 0s
BMP Receptor 1b, ou récepteur 1b des BMPs

Cell Adhesion Molecule ou molécule d’adhérence cellulaire

Cyclin D1

cyclic GMP-AMP Synthase

Ciliary Marginal Zone ou zone marginale ciliaire

syndrome Cérébello-Oculo-Facio-Geénital

Collapsin Response Mediator Protein 4 ou proteine médiatrice de réponse a
la collapsine 4

CXC chemokine Receptor type 4 ou récepteur membranaire de la chemokine
CXCL12

day(s) post-fertilization, ou jours post-fécondation

double stranded RNA

Early Born Progenitors ou progéniteurs précoces

Eye Field Transcription Factor ou facteur de transcription du domaine
oculaire

Fibroblast Growth Factor ou facteur de croissance des fibroblastes
Ganglion Cell Cayer ou couche des cellules ganglionnaires

Green Fluorescent Protein

Horizontal Cell ou cellule horizontale

Histone DeACetylase ou déacétylase d’histones

hour post-fertilization ou heures post-fécondation

Heparan Sulfate ProteoGlycan ou protéoglycane a sulphate d’héparane
Inner Nuclear Layer ou couche nucléaire interne

Interkinetic Nuclear Migration ou migration nucléaire intercinétique
Inner Plexiform Layer ou couche plexiforme interne

Knockdown, perte de function partielle

Knockout, perte de fonction totale

Late Born Progenitors ou progéniteurs tardifs

Male abnormal 21

Mab21-like 1/2

Microphtalmie-Anophtalmie-Colobome

Mid-Hindbrain Boundary ou frontiere mésencéphale-rhombencéphale aussi
appelée isthme

micro RNA ou miR

Page | 13



Abréviations

MO
NrCAM
Nrpl
NTase
ONL
PCP

PG

PTU

r

RA
RALDH
RAR
RARD
RARE

Rb
RGC
RPC
RPE
RT
RXR

Sema
Sdf-1
SFRP
SgRNA
Shh/Hh
Sma

SMAD

sSRNA
Stra6
Tale
Tg
TGFp
Val
VEGF

vHNfl

WT
Yapl

Page | 14

Morpholino Oligonucleotide

Neural CAM (pour Cell Adhesion Molecule)

Neuropilin 1

NucleotidylTransferase

Outer Nuclear Layer ou couche nucléaire externe

voie de la Polarité Cellulaire Planaire (Planar Cell Polarity)

Paralogue Group ou groupe paralogue

Phenyl-2-ThioUrea

rhombomeére

Retinoic Acid ou acide rétinoique

Retinaldehyde dehydrogenase ou déhydrogénase de retinaldéhyde

Retinoic Acid Receptor ou récepteur de I’acide rétinoique

Retinoic Acid Receptor beta ou récepteur de I’acide rétinoique beta

Retinoic Acid Responsive Element ou élément de réponse a I’acide rétinoique
(motif sur I’ADN)

Rétinoblastome

Retinal Ganglion Cell ou cellule ganglionnaire de la rétine

Retinal Progenitor Cell ou cellule progénitrice de la rétine

Retinal Pigmented Epithelium ou épithélium pigmentaire rétinien

Room Temperature ou température ambiante

Retinoid X Receptor ou récepteur X aux rétinoides

somite

Semaphorin

Stromal cell-derived factor 1 ou facteur dérive des cellules stromales
Secreted Frizzled-Related Protein ou protéine sécrétee associée au Frizzled
single guide RNA ou ARN guide

Sonic hedgehog/Hedgehog

Small (géne du nematode similaire a Mad chez la drosophile et SMAD chez
les vertébrés)

Small Mothers Against Decapentaplegic ou effecteur de la voie des
TGFB/BMP

single stranded RNA ou ARN simple brin

Stimulated by retinoic acid 6, géne stimulé par I’acide rétinoique

Three amino-acid loop extension, motif Tale des homéoprotéines
Transgenic ou lignée transgénique

Transforming Growth Factor beta ou facteur de croissance transformant 3
Valentino, mutant de poisson-zebre

Vascular Endothelial Growth Factor ou facteur de croissance endothélial
vasculaire

variant Hepatocyte nuclear factor-1 ou variant du facteur nucléaire des
hepatocytes

Wildtype ou sauvage (controle)

Yes-associated protein 1



Chapitre 1 :

Introduction

PPPPPP






Introduction

|. Développement du systeme visuel

La rétine est une structure circonstrite et laminée du systéme nerveux central,
facilement accessible pour 1’expérimentation, et représente de ce fait un organe de choix pour
adresser des problématiques clées du développement neural telles que la neurogénese,
I’établissement du destin cellulaire des neurones (i.e., différenciation et spécification
neuronales), ainsi que plus tardivement la migration neuronale, la croissance axonale et la
synaptogénése. De plus, la structure laminée de la rétine et les mécanismes régissant son
développement étant tres fidelement conservés chez les vertébrés, 1’utilisation de différents
modeles animaux a progressivement permis d’améliorer notre compréhension de
I’établissement du systéme visuel chez I’homme (Renninger et al., 2011; Gestri et al., 2012).

La rétine est composée de sept types cellulaires dont six types neuronaux et un type de
cellules gliales, qui sont organisés en trois couches nucléaires, séparées par deux couches
plexiformes (Livesey and Cepko, 2001) (Figure 1 A-B). Les cellules ganglionnaires de la rétine
(RGCs pour Retinal Ganglion Cells), qui ont pour role d’acheminer I’information visuelle vers
le cerveau, occupent la couche la plus interne appelée couche des cellules ganglionnaires (ou
GCL pour Ganglion Cell Layer) et sont de par leur role les seuls neurones dont les axones
projettent en dehors de la rétine a travers la tige ou pédoncule optique (i.e., optic stalk) jusqu’a
leurs cibles specifiques du mésencéphale dorsal. Cette cible correspond au toit optique ou
tectum chez le poisson-zebre, le xénope et le poulet et au colliculus supérieur chez les
mammiferes (Figure 1C-D).

Les cellules amacrines (ACs pour Amacrine Cells), bipolaires (BCs pour Bipolar
Cells), horizontales (HCs pour Horizontal Cells) et les cellules de Miller (le seul type de
cellules gliales) forment la couche nucléaire interne (ou INL pour Inner Nuclear Layer), avec
pour certaines cellules amacrines une localisation dans la GCL. Les neurones bipolaires
transférent 1’information visuelle des photorécepteurs aux cellules ganglionnaires alors que les
cellules amacrines, reliant les neurones bipolaires et ganglionnaires, ainsi que les cellules
horizontales, connectées latéralement aux photorécepteurs et aux cellules bipolaires, permettent
entre autres d’affiner I’acuité, le contraste et la définition du stimulus visuel en modifiant
I’information relayée des photorécepteurs aux cellules ganglionnaires via les neurones
bipolaires. Entre I'INL et la GCL se trouve la couche plexiforme interne (IPL pour Inner
Plexiform Layer) ou se situent les axones et dendrites des RGCs, ACs et BCs. Les deux derniers
types cellulaires de la rétine sont les photorécepteurs incluant les cones et batonnets (ou rods

en anglais) qui se situent dans la couche la plus externe, nommée couche nucléaire externe (ou
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ONL pour Outer Nuclear Layer). Ces cellules, chargées de transformer les photons en signaux
chimiques, sont les premiéres a recevoir I’information visuelle qui voyagera vers les RGCs en
passant par les BCs. Entre ’ONL et I'INL se trouve la couche plexiforme externe (OPL pour
Outer Plexiform Layer), composée des terminaisons nerveuses des HCs, BCs et
photorécepteurs. En outre, les cellules amacrines sont localisées plus proches de la GCL et
contactent les RGCs alors que les cellules horizontales sont plus proches de ’ONL et contactent
les photorécepteurs. Les cellules de Miiller ont elles pour role de maintenir I’homéostasie de la
rétine. Enfin, tout autour de la rétine se trouve une couche supplémentaire, celle de I’épithélium
pigmentaire rétinien (RPE pour Retinal Pigment Epithelium) qui semble avoir diverses

fonctions comme 1’absorption de la lumiere, la modulation immunitaire, le transport €épithélial,

pigment

B epithelium
rods
cones
outer limiting
membrane

A g

i
’ RPE e
3 Miiller cells
ONL

horlzltl)mal

INL cells
1 bipolar
- -— IPL cells
£ amagrine
' B GCL\ ceﬁs
d ganglion
cells

nerve fiber
layer —

e e S O S T 0]

Nasal

\
A\

\ Superior
] colliculus

Ventral,
Temporal

Figure 1 : Couches cellulaires de la rétine chez les mammiféres et le poisson-zébre

(A) Coupe transversale d’ceil de poisson-zébre & 76 heures post-fécondation (hpf). (B)
Représentation schématique des couches cellulaires. RPE, Retinal Pigment Epithelium; ONL,
Outer Nuclear Layer; INL, Inner Nuclear Layer; IPL, Inner Plexiform Layer; GCL, Ganglion
Cell Layer. Adapté de Neumann, 2001 et Kolb, 1995. Représentations schématiques des
projections rétino-tectales d’un mammifere (C) et d’un poisson-zébre (D). Chez le mammifére,
les axones en temporal (T) projettent ipsilatéralement et les axones en nasal (N) projettent
controlatéralement tandis que chez le poisson-zebre, il n’y a pas de projection ipsilatérale.
Adapté de Guan et al, 2003 et Curlverwell et al, 2002 respectivement.

Page | 18



Introduction

J’ai effectué ma thése sur un modeéle vertébreé, le poisson-zébre (ou Danio rerio en latin),
pour les différents avantages qu’il présente dans 1’étude du systéme visuel et que je détaillerai
brievement ci-dessous. Ainsi, la fécondation et le développement embryonnaire de ce petit
poisson d’eau douce se font de maniere externe et ’embryogenése est particuliérement rapide
puisqu’a cinq jours (dits 5dpf pour day post-fertilization), le développement est achevé et tous
les organes sont formés et fonctionnels, rendant les larves de ce téléoste capables de survivre
de maniére autonome. Chaque couple de poisson-zébre peut donner régulierement et en quantité
importante de 100 a 200 ceufs fécondés, ce qui facilite grandement les études quantitatives.
Mais I’'un des principaux avantages de I’embryon et de la larve de poisson-zébre demeure leur
transparence optique, permettant I’analyse in vivo et en temps réel du développement de
n’importe quelle structure par des techniques de vidéomicroscopie, et ce grace a de vastes
collections de lignées transgéniques fluorescentes. En outre, le systéme visuel du poisson-zebre
est fonctionnel dés 5 jours et a 3 jours (3dpf) tous les types cellulaires de la rétine sont déja
présents. De plus, le fait qu’il n’y ait pas de projection ipsilatérale chez le poisson-zébre et que
tous les axones des RGCs composant le nerf optique croisent la ligne médiane au niveau du
chiasma rend plus aisée I’identification de projections aberrantes chez les mutants. Le poisson-
zebre est donc un excellent modéle pour étudier le développement de la rétine ce qui en a fait,
depuis les vingt dernieres années, un modele tres utilisé pour la caractérisation des mécanismes
moléculaires et cellulaires a I'origine du développement de I’ceil. Dans la suite de cette
introduction, je parlerai majoritairement du développement de I’ceil des vertébrés non
mammiféres comme le poisson-zébre, mais également le xénope et le medaka, tout en faisant

un paralléle avec ce qui est observé chez les mammiferes.

1. Morphogenese de I’oeil
a) Etablissement du champ oculaire

Bien que le premier signe apparent du développement de I’ceil soit I’évagination de la
vésicule optique (entre 12 heures post-fécondation -hpf- et 14hpf chez le poisson-zebre), la
formation de I’ceil commence dés le début de la gastrulation (2 environ 6hpf chez le poisson-
zebre) par la spécification d’un domaine de la région antérieure de la plaque neurale, nommé
champ oculaire (Woo and Fraser, 1995; Chuang and Raymond, 2002). Pour apparaitre, le
champ oculaire nécessite I’inhibition de la signalisation des morphogénes de type Wnt. En effet,
si cette voie de signalisation reste active, le champ oculaire ne peut acquérir son identité

cellulaire et adopte a la place une identité de diencéphale (Houart et al., 2002; Wilson and
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Houart, 2004). Ceci peut étre expliqué par le fait que le maintien de la voie Wnt active
I’inhibition de facteurs de transcription du champ oculaire (appelés EFTFs pour Eye Field
Transcription Factors) (Houart et al., 2002; Lagutin et al., 2003). L’inhibition de la voie Wnt
est réalisée via I’expression de protéines inhibitrices issues de la plaque neurale antérieure
comme par exemple les Secreted Frizzled-Related Proteins (ou SFRPs) (Niehrs et al., 2001,
Tendeng and Houart, 2006). De plus, une autre voie clé du développement précoce, celle des
morphogenes de type Bone Morphogenetic Proteins (ou BMP) doit étre également inhibée pour
la formation du champ oculaire (Grinblat et al., 1998; Barth et al., 1999).

Ce champ oculaire peut étre défini par le domaine d’expression de plusieurs EFTFs,
dont les principaux sont pax6, rx3 et six3 (Zuber et al., 2003). Ces facteurs de transcription
forment un réseau de régulation interne, chacun pouvant activer ou inhiber 1’autre. L’apparition
de ces EFTFs nécessite en premier lieu I’expression d’un autre facteur de transcription, le
transcrit otx2, qui apparait en premier lieu et sans lequel il n’y aurait pas d’induction de
I’expression des EFTFs (Rhinn et al., 1998; Chow and Lang, 2001). Otx2 est exprimé dans
I’ectoderme avant la gastrulation, puis inhibé dans le champ oculaire et a nouveau exprimé dans
la vésicule optique (Simeone et al., 1993). Son inhibition dans le champ oculaire est due aux
EFTFs rx3 et six3 (Loosli et al., 1998) ce qui montre d’une part I’existence de boucle de rétro-
régulation (ou feedback loop) entre ces différents facteurs de transcription et d’autre part le role
clé d’otx2 dans la mise en place précoce du territoire de 1’ceil et non pas dans la spécification
des types cellulaires qui survient plus tardivement au cours de I’embryogenése au moment ou

I’expression de ce dernier est inhibée.

Les geénes rx3, six3 et pax6 sont tous trois des genes hométiques trés conservés chez les
vertébrés, dont le role crucial dans le développement de I’ceil est confirmé par I’apparition
d’anophtalmie ou microphtalmie chez I’homme, le rongeur ou d’autres organismes vertébrés
lors de perturbation de leur fonction :

- Rx3 est en premier lieu exprimé dans la plague neurale antérieure puis apparait dans la
vésicule optique ainsi que dans la rétine neurale. Aux stades plus tardifs, il n’est plus exprimé
que dans I’INL et les photorécepteurs (Mathers et al., 1997). De maniere similaire, ses deux
paralogues, rx1 et rx2, (Andreazzoli et al., 1999; Chuang and Raymond, 2001) apparaissent
exclusivement dans le champ optique puis dans les photorécepteurs de type cones. De plus,
tout concourt a penser que 1’expression de I’homéodomaine rx est suffisante pour induire
des tissus rétiniens de maniére ectopique, aux dépens des tissus nerveux (cerveau antérieur)

environnants. A I’inverse, des délétions dans 1’équivalant murin rax engendrent des souris
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anophtalmiques (sans yeux) et des anomalies du cerveau antérieur et de 1’hypothalamus
(Mathers et al., 1997; Tucker et al., 2001), comme c’est le cas pour les mutants de poisson-
zebre (Loosli et al., 2001, 2003). La perte de marqueurs spécifiques de la rétine en absence
de protéines Rx laisse également penser qu’elles ont un réle dans la spécification des cellules
progenitrices de la rétine (ou RPCs pour Retinal Precursor Cell) (Zhang et al., 2000;
Stigloher et al., 2006). En outre, rx3 serait egalement impliqué dans la prolifération cellulaire
a travers la régulation d’autres EFTFs (Zuber et al., 2003; Del Bene and Wittbrodt, 2005).
Six3 est exprimé dans le champ oculaire puis son expression persiste dans la vésicule
optique. Aux stades plus tardifs, il est exprimé dans le pédoncule (ou tige) optique ainsi que
dans la rétine neurale (Loosli et al., 1999; Zuber et al., 1999). La surexpression de six3 chez
la souris et le poisson entraine une rétine et un cristallin ectopique, ce qui semble di a
I’induction des génes rx (Loosli et al., 1999). Cette surexpression entraine également une
expression accrue d’un autre facteur de transcription, Pax2, dans le pédoncule optique et au
dela (Kobayashi et al., 1998). Chez ’'Homme, des mutations dans SIX3 entrainent des
défauts du développement cérébral de type holoprosencéphalie (malformation congénitale
du cerveau consistant en l'absence de séparation du télencéphale en deux hémispheres et
deux ventricules) ainsi qu’une microphtalmie (Wallis et al., 1999), attestant du réle clé et
conservé de six3 dans le développement de I’ceil et la plaque neurale antérieure. 11 a été
suggeré que cette action de Six3 se produise via sa fonction inhibitrice de la voie Wnt
(Lagutin et al., 2003; Wilson and Houart, 2004).

Pax6 a longtemps été considéré comme I’un des maitres genes du développement oculaire.
Il apparait en fin de gastrulation dans la plaque neurale antérieure et son expression persiste
dans la partie dorsale de la vésicule optique ainsi que dans I’ectoderme qui donnera naissance
au cristallin. Par la suite il est exprimé dans toute la cupule optique (ou optic cup), puis son
expression se restreint aux seuls RGCs et ACs (Grindley et al., 1995; Belecky-Adams et al.,
1997). Sa surexpression chez la drosophile ou le xénope entraine des structures ectopiques
ressemblant a des cupules optiques tandis que les mutants déplétés en pax6 présentent une
microphtalmie accompagnée d’une réduction de la taille du cristallin (Grindley et al., 1995;
Halder et al., 1995). Des défauts similaires sont observés chez I’'Homme lorsque PAX6 est
muté (Jordan et al., 1992; Hanson et al., 1993), ce qui confirme son réle déterminant et

conservé au cours de 1’évolution dans la formation de 1’ceil.
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b) Séparation du champ oculaire

Une fois le champ oculaire défini par I’expression des EFTFs, survient la séparation de
ce domaine en deux ébauches (primordia) de rétine. L’échec de cette séparation entraine la
formation d’un seul ceil central, et donc d’un individu cyclope. Cette séparation du champ
oculaire se fait sous I’action de facteurs sécrétés par la plaque préchordale (i.e., définie comme
un épaississement de cellules localisé en rostral par rapport a la notochorde et dont le role
organisateur est déterminant pour toute la région cervicale, a I’origine entre autres de la
musculature extrinséque de I’ceil), comme : les morphogénes de type TGF-p (Transforming
Growth Factor Beta) et sonic hedgehog (Shh) ou hedgehog (Hh). Chez le poisson-zébre, les
mutants cyclops/cyc présentent une mutation d’un géne codant un ligand de la voie
Nodal/Notch, une des sous familles de la voie TGF-f avec les BMPs, qui engendre une cyclopie
(Rebagliati et al., 1998; Sampath et al., 1998). En I’absence de ce ligand, les cellules
postérieures au champs oculaire (qui donneront I’hypothalamus) n’effectuent pas leur migration
antérieure le long de la ligne médiane (midline) et par voie de conséquence ne separent pas le
champ oculaire (Figure 2) (Vargaet al., 1999; England et al., 2006). En paralléle, il a é&té montré
qu’une absence de shh entraine également une cyclopie chez la souris et le poisson (Chiang et
al., 1996; Macdonald et al., 1995), de la méme fagon que chez I’'Homme (Belloni et al., 1996;
Roessler et al., 1996). En outre, il a ét¢ montré que Nodal est nécessaire pour ’expression de
shh dans cette région et que les défauts du mutant cyclops serait consécutifs a 1’absence
d’induction de shh par le morphogene Nodal (Muller et al., 2000; Rohr et al., 2001).

Hypothalamic ~ Figure 2 Modele propose pour la
séparation du champ oculaire

Les precurseurs hypothalamiques
(bleu)  migrent  antérieurement
(fleche bleue) et ventralement a
travers le champ oculaire (rouge)
sous I’action de sonic hedgehog
(SHH) sécrété par le mésendoderme
axial (vert hachuré). En
conséquence, les précurseurs de la
rétine (rouge) migrent latéralement
(fleche rouge) et forment une paire
d’yeux bilatérale. Antérieur en bas a
gauche, postérieure en haut a droite,
dorsal en haut. Inspiré de Varga et al,
1999.

precursors

Retinal field
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a) Vésicule et cupule optiques

A la suite de la séparation du champ oculaire, chaque ébauche de rétine s’arrondit pour
former une vésicule optique, et migre latéralement dans un mouvement d’évagination (Figure
3). La formation d’une vésicule optique se fait donc par la migration des cellules progénitrices
de la rétine vers la ligne médiane, constituant ainsi une « boule » qui migre par la suite
latéralement a I’emplacement des futurs yeux de I’embryon, de part et d’autre de la téte
(Rembold et al., 2006; Ivanovitch et al., 2013). Cette migration latérale est rendue possible par
I’expression de rx3 dans la vésicule optique qui inhibe des facteurs attractifs sécrétés par la
ligne médiane. Dans la mesure ou les RPCs migrent plus lentement vers la ligne médiane que
les cellules environnantes, ceux-ci gardent une position latérale lors de la fermeture du tube
neural, et n’adoptent donc pas une identité épithéliale, ce qui facilite leur migration latérale par
la suite (Brown et al., 2010).

Ces processus morphogénétiques et migratoires sont donc a ’origine de deux vésicules
optiques, chacune composée de deux couches cellulaires et reliée au cerveau antérieur par le
pédoncule optique, futur point de sortie des axones des RGCs dans leur migration vers le
mésencéphale. Contrairement a ce que 1’on pensait a une époque révolue, la formation des
vésicules optiques n’est pas due a ’augmentation de la prolifération cellulaire puisqu’elle se

produit méme quand la prolifération est bloquée (Harris and Hartenstein, 1991).
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Apres cette étape d’évagination et formation des vésicules optiques, 1’apparition d’une
cyclopie est toujours possible en dépit de la séparation actée du champ oculaire. En effet, c’est
a ce stade que Shh et Six3 régulent I’expression des génes pax2 et pax6 responsables
respectivement de la différenciation du pédoncule optique et de celle de la rétine neurale. Ainsi,
I’expression de six3 dans la vésicule optique est importante pour maintenir I’expression de shh
dans la plaque préchordale qui, a son tour, maintient I’expression de six3 dans le diencéphale,
formant ainsi une boucle positive de rétro-régulation. La perte de six3 entraine la perte de shh,
et de ce fait une cyclopie (Geng et al., 2008; Jeong et al., 2008). Cette cyclopie peut s’expliquer
par le fait que Shh induit I’expression de pax2 et inhibe celle de pax6 (Figure 4) (Macdonald
etal., 1995). En I’absence de Shh et donc de Pax2, on observe une augmentation de 1’expression
de pax6 ce qui engendre la disparition du pédoncule optique et la fusion des deux vésicules

optiques, a I’origine de la formation d’un ceil unique (Figure 4B).

B =
A o

————— Optic Pax2 —

Optic  stalk Pax6 Optic i Optic
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——— Optic Optic —
Optic  stalk stalk  Optic
cup cup

Figure 4 : Le role de Shh dans la formation des vésicules optiques suite a /’évagination
Représentations schématiques de vues frontales du systéme nerveux central du poisson-zébre.
(A) Embryon contréle ou Pax6 (en rouge) est exprimé dans la rétine neurale et Pax2 (en bleu)
dans le pédoncule optique. Shh est sécrété par la ligne médiane ventrale (en vert). (B) Lors
d’une diminution de Shh, Pax6 est observé dans le cerveau antérieur et dans les vésicules
optiques jusqu’a la ligne médiane. Pax2 est, lui, pratiquement absent et toutes les cellules se
différencient en cellule de la rétine neurale, résultant en une cyclopie. (C) Une augmentation
de I’expression de shh entraine une augmentation de pax2 couplée & une diminution de pax6 ;
le pédoncule optique occupe une surface plus grande alors que la rétine est réduite. Dorsal en
haut. Inspiré de Macdonald et al, 1995.
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Apres I’évagination, ont lieu les processus d’invagination et de formation de la cupule
optique, dernier étape avant la rétine différenciée, autour de 18hpf chez le poisson-zébre. La
cupule optique se forme par le repliement ou creusement de la vésicule optique le long des axes
dorso-ventral et antéro-postérieur de I’embryon sous I’effet d’une constriction basale des RPCs
(Martinez-Morales et al., 2009) (Figure 5A). Cette invagination forme une fente qui part de la
région ventrale de la rétine et qui suit le pédoncule optique jusqu’au tube neural constituant ce
que I’on appelle la fissure choroidienne ou fissure optique par laquelle sortiront de la rétine les
axones des RGCs ainsi que les vaisseaux sanguins (Figure 5B). Cette fissure optique, formée a
24hpf, se fermera entre 30 et 48hpf chez le poisson-zebre, et un défaut de fermeture entrainera
une anomalie caractéristique du développement de I’ceil, le colobome, que je détaillerai plus
bas. En s’invaginant, la rétine présente une couche épithéliale externe qui donnera 1’épithélium
rétinien pigmentaire (ou RPE) et une couche neuroépithéliale interne a 1’origine de la rétine

neurale différenciée.

—_— Tel
— o

/ POM

/
v/’j%ﬁ‘ Hyp

Figure 5 : Invagination de la cupule optique et création de la fissure choroidienne

(A) Reproduction en 3D de la morphogénése de la cupule optique chez I’embryon de medaka.
Les fleches brunes et bleues indiquent respectivement les mouvements antéro-postérieurs et
dorso-ventraux. L’accolade rouge désigne I’emplacement de la fissure optique. Adapté de
Martinez-Morales et al, 2009. (B) Schéma de la fissure optique en position ventrale avant sa
fermeture. POM, mésenchyme périoculaire ; CF, fissure choroidienne ; VRV, vaisseaux
ventraux de la rétine ; OS, pédoncule optique (ou optic stalk) ; Hyp, hypothalamus ; Tel,
télencéphale. Dorsal en haut. Bazin-Lopez et al, 2015.
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2. Différenciation de la rétine
a) Prolifération

La génération des différents types cellulaires de la rétine suit un ordre stéréotypé chez
tous les vertébrés (Cepko et al., 1996; Livesey and Cepko, 2001). A la suite de la formation de
la cupule optique survient une période de prolifération cellulaire afin d’augmenter
substantiellement le nombre de RPCs. Puis a lieu une premiere vague de différenciation en
forme d’éventail dans la région ventro-nasale de la rétine du poisson-zébre, et ce jusqu’a la
région temporale, qui donnera naissance aux futures RGCs. Pour passer de la phase proliférative
a la phase de différenciation, les RPCs doivent sortir du cycle cellulaire entre les phases G; et
S. Au cours de cette sortie, les cellules passent de la phase G1 a une phase irréversible Go
(Buttitta and Edgar, 2007). La transition de la phase G1 vers Go ou S est contrdlée par 1’état de
phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb) (Dyer and Cepko, 2001). A 1’état non
phosphorylée, la protéine Rb est associée au facteur de transcription E2F qu’elle inhibe, les
RPCs passent alors en phase Go. La phosphorylation de Rb par la CyclinD1 (ccndl) permet la
dissociation de E2F qui, libre, peut aller réguler positivement I’expression de génes nécessaires
a la progression du cycle cellulaire, ce qui induit le passage des RPCs en phase S (voir résumé
des régulations sur la Figure 6) (Fantl et al., 1995; van den Heuvel and Dyson, 2008). Ccndl
est donc une protéine clé du maintien de la prolifération. A I’inverse, les protéines p27<iP et
p57XP2 deux inhibiteurs de cyclines kinases, sont essentielles au passage en phase Go via
I’inhibition de ccndl (Dyer and Cepko, 2000; Cunningham et al., 2002). Réciproquement,
Ccnd1 peut également inhiber p27KP et p57XiP2 assurant ainsi un équilibre entre ces régulateurs
du cycle cellulaire (Dyer and Cepko, 2001; Geng et al., 2001).

Certains facteurs de transcriptions sont également nécessaires pour assurer le maintien
de la prolifération ou la sortie du cycle cellulaire. Parmi eux, Pax6 est crucial au maintien de la
prolifération : en son absence, on observe en effet une forte réduction du nombre de cellules en
phases S et une augmentation du nombre de cellules sortant du cycle cellulaire (Philips et al.,
2005; Farhy et al., 2013). Cependant, le role de Pax6 dans la régulation du cycle cellulaire est
plus complexe qu’il n’y parait puisqu’il inhibe a la fois les cyclines kinases et leurs inhibiteurs...
Il a été suggéré que Pax6 pourrait adopter un role activateur ou inhibiteur de la prolifération en
fonction de la présence d’autres facteurs de transcription. Deux de ces facteurs de transcription
a homéodomaine de la famille des TALE, Meisl et Meis2, sont impliqués dans la régulation de
la prolifération chez plusieurs especes (Bessa et al., 2002; Hisa et al., 2004) et peuvent contrdler
I’expression de ccndl1 (Barton and Levine, 2008; Heine et al., 2008) et de pax6 (Hill et al., 1991,
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Bessa et al., 2008). A I’inverse de Pax6 et de Meis1/2 qui favorisent la prolifération, le facteur
de transcription Prox1 est, quant a lui, impliqué dans la sortie du cycle cellulaire par 1’inhibition
de ccndl (Dyer et al., 2003) via I’induction de I’expression de p27%P* et p57¢P? (Wigle et al.,
1999; Mishra et al., 2008). Un autre facteur de transcription clé dans le processus de
prolifération est Vsx2 (aussi appelé Chx10) (Burmeister et al., 1996; Wong et al., 2015). Vsx2
inhibe I’expression de p274P!, via I’activation de ccnd1 (Green et al., 2003), tout en empéchant
la différenciation des RPCs en RGCs par I’inhibition d’atoh5 (Vitorino et al., 2009; Cid et al.,
2010). Lorsque vsx2 cesse d’étre exprimé apparait dmbx1. Ce dernier est exprimé dans les RPCs
sortant du cycle cellulaire et est donc nécessaire au maintien en phase Go (Wong et al., 2010).
Dmbx1 agit ainsi dans une boucle de régulation de 1’équilibre entre prolifération et
différenciation avec Vsx2, avec un passage de I’expression majoritaire de vsx2 a celle de dmbx1
marquant le début de ’acquisition de 1’identité cellulaire (Wong et al., 2015). Les roles dans ce
processus de ces facteurs de transcription sont résumés dans la Figure 6. D’autres facteurs clés
de ce processus, qui ne sont pas représentes sur cette figure sont les génes Rax/Rx. En effet, ces
genes sont exprimés dans les cellules prolifératives et leur expression varie avec la prolifération
cellulaire : la surexpression de ces facteurs entraine une hyper prolifération de la rétine
(Furukawa et al., 1997; Mathers et al., 1997).

Lors de la prolifération, les cellules se divisent horizontalement le long de 1’axe apico-
basal, ce qui donne pour chaque cellule mére deux cellules filles identiques : il s’agit de la
division symétrique. Lors de la différenciation, I’axe de division change et devient
perpendiculaire a ’axe apico-basal (on parle alors de division verticale), ce qui entraine la
formation de deux cellules filles différentes : la division est alors dite asymétrique. En effet,
certaines molécules de surface ou des facteurs intracellulaires peuvent se trouver
majoritairement du c6té apical, ce qui conduira a une répartition inégale de ces molécules dans
les cellules filles (Chenn and McConnell, 1995; Cayouette and Raff, 2003). Lors du cycle
cellulaire, les noyaux des cellules changent de localisation selon leur phase, c’est ce que ’on
appelle la migration nucléaire intercinétique (ou INM pour Interkinetic Nuclear Migration )
(Sauer, 1935). Les noyaux des cellules en phase G1/S sont localisés du coté basal tandis que les
noyaux des cellules en division (phase M) se trouvent du c6té apical. Ces mouvements
nucléaires sont corrélés aux types de divisions cellulaires (symétrique ou asymétrique) puisqu’il
a été montré que lors de la division asymeétrique, le noyau localisé en basal tend a appartenir a
une cellule post-mitotique, qui sortirait du cycle cellulaire pour amorcer sa différenciation
(Baye and Link, 2007), tandis que la cellule au noyau du c6té apical resterait en prolifération,

ce qui pourrait notamment s’expliquer par la présence d’un gradient notchl apico-basal (Del
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Bene et al., 2008) et impliquerait de ce fait ce morphogene dans le maintien de la prolifération
a ce stade du développement.

PROLIFERATING

?
PLIR0I0COHEEIRANII NG VSXZ :
— Meis1/2 J
1 é P /6
)
Dmbx1

pRb + Rb-E2F!nactive * Cell cycle exit (Gy) — Differentiation
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p57<1p;‘: |—|
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EARLY POST-MITOTIC

Vert : Promeut la prolifération
Rouge : Promeut la sortie du cycle cellulaire

Figure 6 : Schéma du réseau de régulation de la sortie du cycle cellulaire

Les génes présents dans la zone bleue sont exprimés dans les cellules en prolifération, les
genes présents dans la zone orange sont exprimes dans les RPCs sortant du cycle cellulaire et
présentant déja des signes de différenciation. Les fléches indiquent 1’activation, les traits
verticaux désignent I’inhibition. Miles et Tropepe 2016.

b) Différenciation en vagues

La premiere vague de différenciation part de la région centrale de la rétine et se propage
jusqu’aux couches extérieures (Hu and Easter, 1999; McCabe et al., 1999). A la suite de cette
premiére vague, d’autres vagues de différenciation donnent naissance aux autres types
cellulaires de la rétine, avec les photorécepteurs de type batonnets et les cellules de Miller qui
ferment la marche de la différenciation (Figure 7). Les premiers neurones RGCs différenciés
apparaissent dés 27hpf chez le poisson-zebre, les cellules amacrines, bipolaires, horizontales
ainsi que les premiers photorécepteurs de type batonnet sont observés a partir de 36hpf et les
premiers cones se différencient en dernier aprés 48hpf (Li et al., 2000). A partir de 72hph, la
phase de différenciation se termine et commence alors une phase de maturation. Seule une zone
de la rétine reste encore indifférenciée et demeurera ainsi méme a I’age adulte du poisson: ¢’est

la zone marginale ciliaire (ou CMZ pour Ciliary Marginal Zone). Cette zone située en position
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ventrale proche du pédoncule optique est la zone ou proliferent les RPCs. Elle est active tout
au long de la vie du poisson-zebre et participe a la régénération de la rétine et du remplacement

de cellules lors d’atteinte rétinienne (Johns, 1977; Perron and Harris, 2000).

->
~ Aloh7:gapRFP ¥ — Ptf1a:cyiGFP

30hpf It 3 6hpf

B RGCs I BCs I Photorécepteurs
ACs HCs

Figure 7 : Differenciation en éventail des cellules de la rétine du poisson-zebre

Coupes sagittales de rétine a partir de la lignée Spectrum of Fates (ou SoFa) exprimant divers
fluorochromes selon le type cellulaire a différent temps du developpement. RGCs, cellules
ganglionnaires de la rétine ; ACs, cellules amacrines ; PRs, photorécepteurs ; HCs, cellules
horizontales ; PRs, photorécepteurs. Dorsal en haut. Adapté de Almeida et al, 2014.

La premicre vague de différenciation est caractérisée par I’expression du facteur de
transcription de type basic helix—loop—helix (ou bHLH) Atoh5 (pour Atonal homologue 5, aussi
nommé Atoh7). Ce facteur précéde I’apparition des RGCs de quelques heures. Il est ainsi admis
que c’est 'expression de ce facteur de transcription qui donne la compétence aux RPCs de se
différencier en RGCs (Yang et al., 2003; Kay et al., 2005). Cette étape de la différenciation est
induite par I’expression de fgf8, fgf3 (Martinez-Morales et al., 2005) et shh (Neumann and
Nuesslein-Volhard, 2000). En leur absence, la vague d’expression d’atoh5 n’apparait pas et la

rétine reste dans un état indifférencié.

c) Signaux permettant ’hétérogénéité des cellules de la rétine

Les RPCs sont des cellules multipotentes pouvant donner naissance a tous les types
cellulaires de la rétine (Turner et al., 1990). Pendant longtemps, on a expliqué 1’hétérogénéité

des cellules de la rétine par un modeéle linéaire ou les RPCs perdraient de leur compétence au
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fur et & mesure que la différenciation avance pour ne plus donner que certains types particuliers
a des temps spécifiques (Figure 8A) (Cepko et al., 1996; Livesey and Cepko, 2001; Cepko,
2014). Jin (2017) propose un nouveau modele arborisé ou les RPCs resteraient multipotents
mais donneraient également naissance a des progéniteurs transitoires qui seraient, eux,
pluripotents puis bipotents, etc. (Figure 8B). Ce mod¢le est soutenu par ’observation que des
progéniteurs multipotents sont toujours présents méme tardivement au cours du processus de
différenciation (Turner and Cepko, 1987; Jensen and Raff, 1997). De plus, I’ancien modele
laissait supposer que les cellules naissaient suivant un ordre linéaire, or il a été démontré depuis
que différents types cellulaires peuvent apparaitre en méme temps. D’apres les données
récentes, il est plus probable qu’il y ait un groupe de progéniteurs se différenciant précocement,
les early born progenitors (ou EBP) et un groupe se formant plus tardivement, les late born
progenitors (ou LBP).
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Figure 8 : Modeles de la différentiation des RPCs
(A) Ancien modele linéaire ou les RPCs adoptent une compétence différente selon le temps/stade
embryonnaire. (B) Nouveau modéle arborisé ou les RPCs multipotents donnent des RPCs
transitoires a la compétence réduite. Tout au long de la différenciation, la rétine est composée
d’un mélange de ces divers RPCs. Jin K., 2017.
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Les EBP donneraient naissance a des RGCs, des cellules amacrines, horizontales et des
photorécepteurs de type cone et tous exprimeraient le facteur de transcription Pax6. Une
expression en continu de pax6 entrainerait I’expression d’atoh5 (Riesenberg et al., 2009) qui
induirait la différenciation des EBPs en RGCs. En absence d’Atoh5, on observe une perte
significative des RGCs couplée a une augmentation des ACs et des cones (Wang et al., 2001).
Le fait que la disparition d’un type cellulaire entraine I’augmentation d’autres types de cellules
tend a prouver leur origine commune. En outre, I’expression de pax6 entraine 1I’expression
d’otx2 qui favorise, quant & lui, la différenciation des RPCs en cdnes (Oron-Karni et al., 2008).
En plus d’exprimer pax6, les EBPs expriment également les génes onecutl et onecut2 en déebut
de différenciation puis c’est au tour des RGCs et des HCs nouvellement formées d’exprimer
ces facteurs de transcription paralogues a des stades plus tardifs. En I’absence de onecutl/2, il
n’y a formation d’aucun des quatre types cellulaires issus des EBPs (Wu et al., 2012; Sapkota
et al., 2014). Ces différentes observations montrent que ces quatre types cellulaires partagent
des progéniteurs communs. De plus, il semblerait qu’au sein de cette origine commune, les ACs
et HCs appartiennent a une méme « branche » et dériveraient d’'un méme sous-type de
progéniteurs. En effet, en absence de foxn4 (Li et al., 2004) ou ptfla (Fujitani et al., 2006;
Nakhai et al., 2007), il n’y a ni ACs ni HCs mais les auteurs observent une augmentation du
nombre de RGCs et de photorécepteurs. Toutefois, ce sont des facteurs diverses qui induiraient
leur devenir cellulaire : en effet, les cellules amacrines se différencieraient spécifiguement sous
le contréle des génes neuroD et math3 (Morrow et al., 1999a; Tomita et al., 2000; Inoue et al.,
2002) tandis que les cellules horizontales dépendraient de I’expression de lim1 (Poché et al.,
2007) (voir résumé graphique des signaux de différenciation sur la Figure 9).

Les LBPs donneraient quant a eux naissance aux photorécepteurs, aux cellules
bipolaires et aux cellules gliales de Miiller. Aucun facteur commun n’a jusqu’ici €té identifi¢
pour tous ces types cellulaires mais une des possibilités évoquées dans la litérature serait qu’ils
pourraient exprimer de maniére alternative notchl (Mizeracka et al., 2013; Dvoriantchikova et
al., 2015) et vsx2 (Burmeister et al., 1996). Ce dernier serait impliqué dans la genése des cellules
bipolaires en inhibant la différenciation des batonnets (Livne-bar et al., 2006). De plus,
I’absence de vsx2 entraine la disparition des BCs tout en conservant le nombre correct de ACs
et de HCs, ce qui tendrait a prouver que les BCs ont une origine différente des ACs et HCs
(Burmeister et al., 1996). Notch1l serait quant a lui responsable de la différenciation des cellules
gliales au détriment des batonnets (Dorsky et al., 1995; Furukawa et al., 1997; Satow et al.,
2001). D’autres molécules clés de la différenciation des LBPs ont été également mises en

évidence. Ainsi, le répresseur transcriptionnel blimpl contrdle la différenciation des
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photorécepteurs aux dépens de celle des BCs et des cellules de Muller alors que les ACs, HCs
et RGCs se différencient normalement (Brzezinski et al., 2010; Katoh et al., 2010; Wang et al.,
2014). Le fait que les types cellulaires issus des EBPs ne soient pas affectés par la disparition
des photorécepteurs et/ou des BCs confirme les origines différentes de ces deux groupes de
types cellulaires. Une autre preuve de I’origine commune des BCs et des cellules de Miiller
consiste en la disparition des BCs au profit des cellules de Miller en absence des facteurs de
transcription Math3 et Mashl (Tomita et al., 2000). Enfin, bien que les LBPs et les EBPs aient
des origines différentes, les cbnes naissant des EBPs et les batonnets différenciés a partir des
LBPs, deux types de photorécepteurs, doivent partager un progéniteur commun. Ainsi, une
mutation knockout d’otx2 entraine la disparition de tous les photorécepteurs, cones et batonnets
sans distinction, toutefois associée a une augmentation combinée des ACs (dérivées des EBPS)
ainsi que des BCs et des cellules gliales de Miiller (déerivées des LBPs) (Nishida et al., 2003;
Sato et al., 2007). Otx2 agirait donc a la fois sur la différenciation des types cellulaires issus des
EBPs et sur celle des LBPs (Figure 9). Il est a noter que tous ces signaux sont des molécules
exprimees de maniére intrinséque dans les progeniteurs. Or des signaux extérieurs semblent
avoir également leur importance. Par exemple, la voie de signalisation des BMP est
déterminante pour la maturation des cellules gliales, dans la mesure ou son inhibition entraine
la perte des cellules de Miiller (Kuribayashi et al., 2014; Ueki et al., 2015). De méme, les
éphrines et leur récepteurs Eph interviendraient également dans I’équilibre entre prolifération
et différenciation ainsi que dans I’inhibition physiologique de la mort cellulaire (Wilkinson,
2014).
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3. Lamination de la rétine
a) Migration cellulaire

Les cellules rétiniennes se différencient parfois loin de leur localisation finale dans la
structure laminée de la rétine, elles ont donc besoin de migrer pour atteindre leur emplacement
final dans une couche spécifique (Figure 1A,B). Cette organisation en différentes couches de
cellules spécifiques constitue la lamination de la rétine. Des défauts de lamination peuvent
engendrer des problémes de connexions axonales et par ce biais des déficits visuels. Les RGCs
étant les premiéres cellules a se différencier, elles sont également les premieres a initier leur
migration. Ces neurones naissent en effet proche du pdle apical, et par la mise en place d’un
processus de liaison avec la surface basale de la rétine, migrent en transloquant leur somata (ou
corps cellulaires) vers le p6le basal (Poggi et al., 2005; Zolessi et al., 2006). Une fois arrivées
au pole basal dans la GCL, elles se détachent du pble apical et migrent tangentiellement au sein
de leur couche (Figure 10). Cette migration s’arréte lorsque les axones des RGCs amorcent leur
sortie de la rétine en direction du centre cérébral de la vision. La migration neuronale des RGCs
est extrémement importante car si ces derniers sont mal positionnés dans la rétine, les prochains
neurones a se différencier ne parviendront pas a migrer dans leur couche spécifique, et
I’organisation de la rétine en sera entierement perturbée (Icha et al., 2016). Ici, comme pour les
étapes de différenciation, certains signaux externes distribués en gradient sont nécessaires a ce
processus migratoire comme 1’a demontré 1’analyse de plusieurs mutants. Ainsi, par exemple,
en absence de la molécule de guidage axonal slitl et du récepteur robo3, la migration des RGCs
est ralentie et leur détachement du pole apical n’a pas lieu (Wong et al., 2012).

A la suite de la migration des RGCs, survient celle des cellules horizontales et
amacrines. Bien que les HCs naissent et demeurent en position apicale, on peut les retrouver
partout le long de I’axe apico-basal au cours de la différenciation, ce qui atteste de leur
migration (Prada et al., 1987; Liu et al., 2000; Wassle et al., 2000). I1 s’avére que les HCs
migrent avec les ACs vers le pdle basal jusqu’a I'INL puis repartent en direction du p6le apical
une fois les cellules amacrines arrivées a destination dans leur couche spécifique (Godinho et
al., 2007; Poché et al., 2007; Weber et al., 2014). Cette migration est réalisée de la méme
maniere que celle des RGCs sans toutefois d’attachement au pdle basal. En effet, les HCs
attachées au pdle apical, transloquent leur corps cellulaire vers I’INL puis se détachent du pole
apical pour migrer tangentiellement dans leur couche (Chow et al.,, 2015). Différentes
molécules, du facteur de transcription a la molécule d’adhésion, ont été impliquées dans les

divers processus migratoires : ainsi si les ACs ont besoin de la cadherin atypique Fat3 qui en
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contrélant la dynamique du cytosquelette permet la translocation des corps cellulaires (Deans
et al., 2011; Krol et al., 2016), la migration des HCs nécessite la présence du facteur de
transcription lim1. En ’absence de ce dernier, les HCs restent attachées aux ACs et s’installent
avec elles dans ’INL (Poché et al., 2007). Pour ce qui est de la migration des cellules bipolaires
et des photorécepteurs, peu de choses sont connues a ce jour. Mais il a été suggéré que les
photorécepteurs aient un mouvement similaires aux HCs puisqu’ils sont observés tout le long
de I’axe apico-basal alors que leur genése a lieu au pble apical qui correspond également a leur
destination finale (Kaewkhaw et al., 2015; Suzuki et al., 2013).
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Figure 10 : Migration apico-basale des RGCs

Une fois différenciée en RGC, la cellule étend un processus vers le pole basal de la rétine,
proche du cristallin, puis déplace son soma par translocation le long de 1’axe apico-basal. Apres
avoir atteint le pdle basal, la cellule se détache du pdle apical et migre tangentiellement au sein
de la GCL.

b) Migration axonale

Pendant cette phase de migration cellulaire, on observe également la croissance axonale
des RGCs en direction du tectum pour les téléostes et du colliculus supérieur pour les
mammiferes. J’ai choisi ici de détailler uniquement les mécanismes moléculaires sous-tendant
les premiéres étapes de la migration axonale des projections des RGCs que sont (i) la croissance
intra-rétienne, (ii) le point de sortie spécifique de ces axones, (iii) leur cheminement le long du
pédoncule optique jusqu’au (iv) point de choix du chiasma optique a la ligne médiane ventrale
ou les axones décident de croiser ou non cette plaque du plancher. Je n’aborderai donc pas ici

les étapes finales de la croissance axonale des RGCs qui conduisent a I’arborisation finale et
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tres régulée des axones des RGCs dans le centre cérébral de la vision du diencéphale, en raison
de la précocité des défauts que j’ai pu observer chez le mutant mab2112 que j’ai développé.

Cette migration des axones s’amorce dés que les RGCs ont fini de se différencier et se
caractérise tout d’abord par une croissance vers la surface interne de la rétine puis vers la papille
optique (optic disc en anglais, zone ou les axones des RGCs sortent de la rétine en créant un
point aveugle dépourvu de photorécepteurs). Chez le poisson-zebre, les premiers axones sortent
de la rétine entre 34 et 36hpf puis suivent le pédoncule optique en formant le nerf optique qui
chemine jusqu’a la ligne médiane dans la partie ventrale du diencéphale (Burrill and Easter,
1995; Macdonald and Wilson, 1997). Chez les mammiféres, au niveau de la ligne médiane, les
axones ont deux choix de trajectoire : ils peuvent soit faire demi-tour et former des projections
ipsilatérales (quand la rétine et leur point d’arrivée dans le superior colliculus sont du méme
coté) ou bien franchir la ligne médiane pour former des projections controlatérales (la rétine et
le point d’arrivée dans le superior colliculus sont de cotés opposés). Chez le poisson-zebre, il
n’existe que des projections controlatérales (cf. Figure 1) et I’innervation du tectum commence
dés 46hpf.

A Pintérieur de la rétine, la navigation des axones vers la surface interne de la rétine est
controlée par I’action d’un grand nombre de facteurs. Ainsi, les protéines sécrétées Slit, qui sont
localisées dans la GCL comme dans I’INL, inhibent la croissance axonale des RGCs. Slit2 est
par exemple sécrétée par le cristallin (Ohta et al., 1999; Thompson et al., 2006) et en son
absence, tout comme en absence de Slitl, les axones des RGCs migrent dans la mauvaise
direction vers la couche externe de la rétine (Erskine et al., 2000; Niclou et al., 2000; Ringstedt
et al., 2000). Ces protéines agissent via le récepteur Robo2 localisé a la surface des RGCs ; en
absence de ce dernier, on observe les méme défauts qu’en I’absence de ses protéines ligands
(Thompson et al., 2006, 2009), ce qui implique leur role clé dans le guidage axonal des RGCs
vers la surface interne de la rétine. Les inhibiteurs de la voie Wnt comme les SFRPs, issus des
RPE, CMZ et GCL, participent également a ce processus « répulsif » des axones des RGCs loin
de la surface externe de la rétine ; en leur absence, on observe les mémes phénotypes qu’en
absence de Slit que ce soit chez la souris (Marcos et al., 2015) ou chez d’autres vertébrés comme
le poulet et le xénope (Rodriguez et al., 2005). En outre, la protéine de polarité cellulaire Vangl2
qui est elle exprimée par les RGCs semble de méme jouer un réle dans la navigation axonale
des RGCs puisqu’en son absence, ces axones s’accumulent dans I’espace subrétinien (Leung et
al., 2016).

Les axones, une fois en chemin vers la surface interne de la rétine s’étendent en direction

de la papille optique sous ’effet de signaux chimio-attractifs. Ainsi, la protéine Sdf-1 (pour
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Stromal cell derived factor 1), exprimée par le pédoncule optique aux abords de la papille
optique, attire les axones vers le point de sortie de la rétine grace a son interaction avec son
récepteur Cxcr4 (pour CXC chemokine receptor 4) localisé a la surface membranaire des cones
de croissance (i.e., extrémités des axones) des RGCs. Chez le poisson-zébre, suite au
knockdown de sdf-1 ou chez le mutant nul, les axones des RGCs migrent loin de la papille
optique (Li et al., 2005). La voie de signalisation Shh est également importante dans cette étape
de la migration axonale des RGCs vers la papille. En fonction de sa concentration, Shh peut
inhiber ou activer la croissance axonale (Kolpak et al., 2005). En son absence totale dans les
RGCs, les axones de ces neurones ne migrent plus vers la papille optique (Sanchez-Camacho
and Bovolenta, 2008). Chez les mutants poisson-zébre chameleon et sonic you pour lesquels la
voie de signalisation Shh est altérée, on observe le méme phénoméne avec des axones migrant
dans des directions anormales a I’intérieur de la rétine (Brand et al., 1996; van Eeden et al.,
1996; Schauerte et al., 1998; Nakano et al., 2004). Des molécules d’adhésion cellulaire ont
également été montrées comme importantes dans cette étape de la croissance axonale des RGC :
les proteines NrCam (pour Neural Cell adhesion molecule), Alcam (pour Activated leukocyte
CAM) ou L1 sont toutes trois déterminantes pour le guidage des axones vers la papille optique
(Brittis et al., 1996; Weiner et al., 2004). Enfin, le facteur de transcription Brn3b exprimé par
les RGCs est également requis pour ce processus dans la mesure ou en son absence, on observe
une défasciculation des axones qui n’atteignent jamais la papille optique (Erkman et al., 2000)
(voir Figure 11 pour résumé des signaux impliqués).

Le point de sortie des axones au niveau de la papille optique est régulé par des signaux
attractifs, comme pour I’étape précédente de guidage axonal des RGCs. En exemple, la
molécule de guidage axonal Netrin-1, qui est exprimée par les cellules de la glie au niveau du
pédoncule optique, attire localement les cbnes de croissance des RGCs via le récepteur DCC a
la surface de ces extrémités axonales. En absence de Netrin-1 ou de DCC, les axones ne sortent
pas de la rétine (Deiner et al., 1997). Cette action de la Netrin-1 est contrdlée et affinée par la
Laminin-1, protéine de la matrice extracellulaire, localisée autour du pédoncule optique. En
effet, elle transforme I’action attractive de Netrin-1 en effet répulsif conduisant ainsi les axones
au dela du pédoncule optique pour fasciculer et former le nerf optique (Hopker et al., 1999).
Chez le poisson-zebre, les mutants bashful, grumpy et sleepy porteurs d’une mutation de la
Laminin-1 (Parsons et al., 2002; Paulus and Halloran, 2006) ont des défauts de trajectoire
axonale des RGCs, dont certains défasciculent et quittent leur route tracée le long du pédoncule
optique, alors que d’autres projettent directement en ipsilatéral. En absence d’autres signaux de

guidage axonal plus classique comme les ephrins et leurs récepteurs Eph, ou bien des
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signalisation de type morphogene comme les BMP, cette étape du cheminement axonal des
RGCs est également modifiée : par exemple, les récepteurs intriseques aux RGCs, tels que
Bmprlb (pour BMP receptor 1b) ou EphB2 et B3 sont également responsables de la sortie de
la rétine des axones des RGCs en un point précis. En effet, chez les mutants murins de bmprlb,
les axones tournent abruptement avant la papille optique (Liu et al., 2003) et chez les mutants
EphB2/B3, on observe des projections axonales anormales des RGCs qui cheminent vers la
région dorsale de la rétine (Birgbauer et al., 2000).

A la sortie de la rétine, les axones des RGCs se regroupent et fasciculent pour former le
nerf optique. Et c’est a ce stade que les protéines Slit2 et Semaphorin 5A (Sema5SA), secrétées
par les cellules gliales autour du nerf optique, contrélent la fasciculation des axones en
maintenant un nerf compact par leur action inhibitrice, de maniere a éviter la déefasciculation de
groupes d’axones qui prendraient d’autres trajectoires que celle de la ligne médiane (Plump et
al., 2002; Oster et al., 2003). En outre, la molécule de guidage Slitl et son récepteur Robo2
participe €galement a cette étape du contrdle de la trajectoire du nerf optique puisqu’en son
absence, on observe des groupes d’axones a des positions ectopiques et un chiasma optique
significativement plus large que chez les contrdles (Plump et al., 2002; Plachez et al., 2008).
Chez le poisson-zebre, le mutant astray porteur d’une mutation dans le géne robo2 présentent
le méme type de défauts avec des erreurs de trajectoire axonale tout au long du chemin emprunté
par le nerf optique avant et apres le chiasma (Karlstrom et al., 1996; Fricke et al., 2001; Hutson
and Chien, 2002). Les protéines SFRPs inhibitrices de la signalisation Wnt, également présentes
dans I’environnement du nerf optique, auraient une fonction similaire chez la souris; on
observe en effet un nerf optique moins compact et des défauts de fasciculation des axones des
RGCs chez le mutant murin (Marcos et al., 2015). Enfin, toujours chez la souris mais également
chez ’Homme, le facteur de transcription Vax1, exprimé par les cellules de la ligne médiane et
les cellules gliales jouxtant le nerf optique, joue un role parallele a ce stade de la croissance
axonale des RGCs dans la mesure ou son absence entraine un arrét des axones avant la ligne
médiane (Bertuzzi et al., 1999; Hallonet et al., 1999; Slavotinek et al., 2012). De maniere
intéressante, il a été montré qu’en dehors de son role de facteur de transcription, Vaxl était
secréetée par les cellules hypothalamiques ventrales pour interagir avec des protéines de type
HSPG (pour Heparan Sulfate ProteoGlycan) localisées a la membrane des axones des RGCs et
que cette nouvelle fonction de Vax1 était déterminante pour le développement du nerf optique
(Kimet al., 2014).

Apres cette phase de croissance jusqu’a la ligne médiane, vient la phase de choix de la

trajectoire au chiasma optique. Ici, c’est au tour de la signalisation de Shh, exprimée autour du
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chiasma, mais pas au chiasma méme, d’étre cruciale dans la décision de la route a emprunter
par les axones des RGCs (Marcus et al., 1999; Trousse et al., 2001). Chez les mutants de
poisson-zebre acerebellar et no isthmus, la voie de Shh est perturbée au chiasma optique
(Torres et al., 1996; Macdonald et al., 1997; Shanmugalingam et al., 2000), ce qui entraine des
erreurs de trajectoire axonale avec notamment des projections ipsilatérales. Ceci suggére le role
clé de Shh qui « force » la traversée de la ligne médiane par les axones des RGCs, tant par son
pouvoir répulsif que par un pouvoir attractif, comme démontré chez d’autres mutants souris ou
poisson (iguana et umleitung) (Sekimizu et al., 2004; Sanchez-Camacho and Bovolenta, 2008;
Bergeron et al., 2011). D’autres molécules de guidage axonal comme NrCAM et Sema6D,
exprimeées par les cellules gliales de la ligne médiane, jouent également un réle déterminant
dans la traversée de cette ligne par les axones des RGCs. De maniére intéressante, c’est en fait
un trio de protéines NrCAM, Sema6D et son récepteur Plexin-Al, localisé a la surface de
certains RGCs avec NrCAM (Toyofuku et al., 2004) mais aussi a la surface des neurones autour
du chiasma (Williams et al., 2006), qui, ensemble, forment un complexe entre ces cellules,
capable de « transformer » I’effet répulsif de Sema6D en un pouvoir attractif de maniére a
conduire les axones a franchir la ligne meédiane (Kuwajima et al., 2012).

Une autre protéine majeure dans la prise de décision des axones au chiasma optique est
le récepteur aux sémaphorines ainsi qu’au VEGF-A (pour Vascular Endothelial Growth Factor
A) : Neuropilin-1 (Nrpl) exprimé a la surface des RGCs. En absence de Nrpl, on observe plus
de projections ipsilatérales que ce soit chez la souris (Erskine et al., 2011; Tillo et al., 2015),
comme chez le poisson-zébre qui n’en comporte pas (Dell et al., 2013). Chez ce téléoste, Nrpl
interagit avec Sema3D et Sema3E (Sakai and Halloran, 2006; Dell et al., 2013) et
potentiellement avec CRMP4 (pour Collapsin Response Mediator Protein 4) une protéine qui
coordonne la dynamique du cytosquelette (Liu et al., 2018). En plus de son action directe sur le
guidage axonal par le biais des sémaphorines et de VEGF-A, Nrpl aurait également un role
dans le contréle de la neurovasculature au chiasma optique. En effet, chez le mutant murin, les
souris présentent significativement plus de vaisseaux sanguins au chiasma, qui forment ainsi
une barriére physique empéchant les axones de franchir la ligne médiane (Erskine et al., 2017).

Enfin, certains facteurs de transcription semblent également jouer un réle clé dans la
prise de décision des axones des RGCs de traverser ou non la ligne médiane. Islet2, par exemple,
est exprimé dans 40% des axones controlatéraux chez la souris et son absence provoque une
augmentation des projections ipsilatérales (Pak et al., 2004; Thaler et al., 2004), et ce a I’instar
du poisson-zebre, chez lequel son réle inhibiteur des projections ipsilatérales a été démontré

(Panzaet al., 2015). De méme, Brn3b est spécifiqguement exprimé dans les RGCs controlatéraux
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chez la souris et est nécessaire a 1’établissement de leur identité (Quina et al., 2005; Sajgo et
al., 2017). Tous ces facteurs nécessaires aux premiéres étapes de la navigation axonale des

RGCs jusqu’au chiasma optique sont résumés dans la Figure 11 ci-dessous.
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Figure 11 : Contr6le de la croissance axonale des RGCs.

A Dintérieur de la rétine, la croissance axonale est controlée par des facteurs attractifs (noirs)
et des facteurs répulsifs (rouges) dont certains sont sécrétés par le cristallin (fleche pleine noire),
la CMZ (en jaune) ou I’extérieur de la rétine (en marron). La sortie des axones des RGCs par
la papille optique se fait sous contrble de facteurs chimioattractifs présents a I’entrée de la
papille et au niveau du pédoncule optique (zone turquoise). Par la suite, la croissance du nerf
optique est rendue possible par des signaux inhibiteurs/répulsifs localisés de part et d’autre du
nerf (zones roses et verte) le restreignant sur un chemin précis et des signaux attractifs le
guidant jusqu’a la ligne médiane dans la partie ventrale du diencéphale. La, des signaux
externes issus des cellules de la ligne médiane (zone rouge) participent en interaction avec leurs
récepteurs a la surface membranaire des RGCs (minces fleches noires) a guider les axones a
traverser la ligne médiane pour former le chiasma optique.
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4. Pathologies liées au développement de D’eeil : troubles

microphtalmiques, anophtalmiques et colobomes (MAC)

Les microphtalmies (ceil plus petit), anophtalmie (absence d’ceil) et colobome (présence
d’une « fissure » dans la structure de I’ceil) sont des phénotypes différents, toutefois reliés sous
une méme baniére constituant les anomalies du développement embryonnaire de I’ceil : les
MACs qui ont une prévalence de 6 & 13 naissances sur 100,000, les colobomes étant le défaut
le plus fréquent des trois (Skalicky et al., 2013; Williamson and FitzPatrick, 2014; Shah et al.,
2015). Les colobomes sont dus a un défaut de fermeture de la fissure optique (qui survient entre
36hpf et 48hpf chez le poisson-zébre) et peuvent toucher différentes structures de I’ceil. Ainsi
dans la majorité des cas chez ’'Homme, le colobome induit un iris ouvert généralement dans la
partie ventrale de I’ceil mais cette anomalie développementale peut également affecter le
cristallin, la rétine ou le nerf optique (Figure 12). Il est admis que si le défaut de fermeture de
la fissure optique survient tot dans le processus alors le colobome affectera plusieurs structures
et sera de ce fait plus sévere que si le defaut se produit plus tardivement dans le développement.
Le plus souvent, les colobomes sont symétriques (et affectent donc de la méme facon les deux
yeux) mais des colobomes asymétriques ont déja éte rapportés dans la littérature (Morrison et
al., 2002). Il en résulte une perte totale ou partielle de la vision selon la sévérité de la
malformation. Les colobomes sont souvent associes a une microphtalmie ou a d’autres
anomalies systémiques. Des facteurs environnementaux tels qu’une déficience en vitamine A
(Hornby et al., 2003), I’'usage de drogues (Miller and Strémland, 1999) et I’abus d’alcool
(Stromland and Pinazo-Duran, 2002) peuvent engendrer des colobomes durant la gestation,
mais la plupart des MACs proviennent de causes génétiques (Gregory-Evans et al., 2004). A
I’heure actuelle, plus de cent génes ont été impliqués dans le développement des MAC, je vous
présenterai ici les genes que j’ai jugés les plus importants par rapport a mon étude.

Figure 12 : Colobomes chez I’Homme
et le poisson-zebre

(A,B) Yeux humains non affecté (A) et
présentant un colobome (B). (C,D) Yeux
de poisson-zébre a 5dpf non affecté (C)

et présentant un colobome (D, fléche
rouge). Adapté de Brown et al, 2009.
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a) ROle des facteurs de transcription

Parmi les multiples génes responsables de MACS, on retrouve de nombreux facteurs de

transcription dont le r6le dans le développement oculaire avait été préalablement établi chez

des modeéles animaux :

En premier lieu, SOX2 est responsable a lui seul de 20 a 40% des MACs chez ’Homme
(Fantes et al., 2003; Gerth-Kahlert et al., 2013). Des mutations dans ce géne sont associées
a des anophtalmies (73% des cas) et des microphtalmies souvent bilatérales et trés séveres,
ou unilatérales et plus modérées (Williamson and FitzPatrick, 2014). Certains patients
porteurs d’une mutation de SOX2 présentent également un colobome et/ou une dysgénésie
du segment antérieur (i.e., la dysgénésie désigne une malformation d’un tissu ou d un organe
survenant au cours de 1’embryogenése ; dans le cas de celle du segment antérieur de I’ceil,
elle peut affecter la cornée, I’iris et/ou le cristallin) (Wang et al., 2008; Mihelec et al., 2009),
associés a un retard du développement, des troubles cognitifs, des malformations corticales,
des défauts génito-urinaires ainsi qu’une petite taille de I’individu (Schneider et al., 2009).
Sox2 est exprimé dans la vésicule optique et I’ectoderme du cristallin présomptif sous le
contr6le du morphogene BMP4 (Kamachi et al., 1995; Furuta and Hogan, 1998), et est
particulierement conservee chez le poulet, la souris ou le poisson-zébre. En effet, les souris
déficientes en sox2 présentent des MACs comme les patients, et le knockdown (KD) de sox2
par morpholino (MO pour Morpholino Oligonucleotide, qui cible soit le site d’initiation de
la traduction, soit un site d’épissage pour réduire la quantité de protéine produite par
encombrement stérique) chez le poisson-zebre résulte en des yeux et un corps plus petits
couplés a un développement neural anormal (Taranova et al., 2006; Langer et al., 2012;
Pavlou et al., 2014).

Des mutations dans OTX2 représentent la deuxieme principale cause de MACs apres les
formes liées au géne SOX2. Les patients porteurs d’une mutation dans ce géne présentent
une anophtalmie dans 43% des cas et dans les 57% restants une microphtalmie (Ragge et al.,
2005; Williamson and FitzPatrick, 2014), parfois accompagnée de colobomes et/ou de
dystrophies de la rétine (Wyatt et al., 2008; Henderson et al., 2009). De la méme maniére
que pour les mutations de SOX2, les mutations d’OTX2 chez ’'Homme sont souvent
associées a un retard du développement, des troubles cognitifs, des anomalies corticales et
des parties génitales ainsi qu’a une petite taille (Schilter et al., 2011). Otx2 est quant a lui
exprimé dans la vésicule optique puis dans la partie dorsale de la rétine en contact avec
I’ectoderme de surface et enfin dans le RPE présomptif (Bovolenta et al., 1997). Ce

régulateur de 1’expression génique est également trés conservé chez la souris et le poisson-
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zebre. Les souris mutantes knockout (KO) hétérozygotes présentent une anophtalmie ou une
microphtalmie accompagnée d’anomalies cranio-faciales et d’une baisse de la fertilité
(Larder et al., 2013) tandis qu’une absence de toutes les structures antérieures de la téte est
observée chez les KO homozygotes (Matsuo et al., 1995). Chez le poisson-zebre, les
morphants (i.e., embryons injectés avec un MO, terme donné par analogie aux « mutants »)
présentent une Iégére microphtalmie (Chassaing et al., 2012).
Les mutations de FOXE3 peuvent, elles, étre divisée en deux groupes, celles engendrant une
dysgénésie du segment antérieur (Reis and Semina, 2011) et celles a I'origine d’une
microphtalmie (Valleix et al., 2006). Foxe3 est exprimé dans le cristallin et le
rhombencéphale présomptif (Blixt et al., 2000; Brownell et al., 2000), et sa déplétion chez
la souris entraine des microphtalmies et de petits cristallins dont la forme est irréguliére
(Brownell et al., 2000). Chez le poisson-zebre, le KD de foxe3 conduit & une taille réduite
des yeux et de leur cristallin ; il est & noter que les cristallins présentent une morphologie
anormale et contiennent des cellules de la rétine dont la localisation ectopique s’explique par
des defauts du déeveloppement précoce (Shi et al., 2006).

Parmi les facteurs de transcription impliqués de fagcon plus minoritaire dans les MACs,
on compte :
Une mutation dans le géne SALL2 a été mise en cause dans une famille dans laquelle ségrege
un colobome (Kelberman et al., 2014). Sall2 est exprimé dans la cupule optique et dans la
placode du cristallin au moment de la fermeture de la fissure optique (B6hm et al., 2008).
Les souris KO pour ce gene présentent un colobome bilatéral (Kelberman et al., 2014),
impliguant ce gene dans la fermeture de la fissure optique.
Le géne SIX6 est responsable de microphtalmies bilatérales chez ’'Homme (Gallardo et al.,
2004; Aldahmesh et al., 2013). Il s’exprime tout d’abord dans la vésicule et le pédoncule
optiques, puis apparait dans la rétine et le cristallin (Kumar, 2008). Les souris KO
homozygotes présentent une hypoplasie de la rétine et une aplasie du nerf optique (i.e., dans
le cas présent une perte importante des RGCs qui explique ’absence quasi totale de nerf
optique couplée a une importante diminution des vaisseaux rétiniens) (Li et al., 2002) ; de
plus, le KD chez le poisson-zebre entraine une diminution significative de la taille de 1’ceil
(Carnes et al., 2014).
Des mutations dans ATOHS5, dont nous avons vu qu’il est un géne régulateur clé de la
différenciation des RGCs chez I’animal, sont associées chez ’Homme a une microphtalmie,
une malformation de la rétine, une hypoplasie du nerf optique (i.e., amincissement du nerf

du a la perte d’un nombre significatif de fibres nerveuses/axones) ainsi qu’une cataracte (i.e.,
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opacification du cristallin) (Khan et al., 2012). Chez la souris, la perte d’atoh5 se traduit par
une apparence normale des yeux dont le nerf optique est toutefois absent et dont les rétines
présentent un nombre réduit de RGCs et une lamination anormale (Brown et al., 2001; Wang
et al., 2001). Chez les mutants homozygotes de poisson-zebre, on retrouve également cette
perte importante des RGCs (Kay et al., 2001), ce qui confirme son rdle crucial dans la
différenciation de ces cellules (cf. Chapitre 1 1.2.b et c).

- Le géne PAX2 est associée a des colobomes chez I’'Homme (Eccles and Schimmenti, 1999),
que I’on retrouve également chez les mutants souris et poisson-zébre et qui s’accompagnent
d’anomalies du développement rénal (Torres et al., 1996; Macdonald et al., 1997). Comme
décrit précédemment (cf. Chapitre 1 1.1.a), Pax2 est un facteur déterminant dans la mise en
place de la frontiére entre le pédoncule et la cupule optique, ce qui lui permet de délimiter le
RPE du nerf optique au niveau de la fissure choroide (Macdonald et al., 1995).

- Le gene RX/RAX que nous avons vus precédemment (cf. Chapitre 1 1.1) sont associés a des
anophtalmies bilatérales, voire des microphtalmies chez ’Homme (Voronina et al., 2004;
Chassaing et al., 2014).

- De méme, des mutations du géene VSX2 (cf. Chapitre 1 1.2.a) sont associées a une
microphtalmie bilatérale ou une anophtalmie (Ferda Percin et al., 2000; Bar-Yosef et al.,
2004) et dans un cas des cas décrits, cette MAC est accompagnée de difficultés
d’apprentissage (Iseri et al., 2010). Le KD de vsx2 chez le poisson-zébre ainsi que les
mutations humaines reproduites chez la souris entrainent une microphtalmie et un cristallin
de taille réduite chez ces animaux (Vitorino et al., 2009; Zou and Levine, 2012).

- Enfin le dernier facteur de transcription impliqué dans la formation des MACs est PAX6
donc nous avons détaillé la fonction précédemment (cf. Chapitre 1 1.1,2). Chez ’'Homme les
mutations dans PAX6 sont associées a une absence d’iris mais peuvent parfois étre la cause
de microphtalmies (Dansault et al., 2007; Henderson et al., 2007; Xiao et al., 2012), de
colobomes et de malformations du nerf optique (Azuma et al., 2003), ainsi que d’anomalies

du développement cérébral (Solomon et al., 2009).

b) Différentes voies de signalisation impliquées
En plus des facteurs de transcription, on retrouve également I’implication dans les
MACs de nombreuses voies de signalisation essentielles au développement embryonnaire.
Ainsi, des mutations de shh engendrent une cyclopie chez les souris (Chiang et al., 1996) ou

une microphtalmie chez le poisson-zébre (Schauerte et al., 1998), sans toutefois d’observation
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de colobome dans les deux cas. Chez I’Homme a I’inverse, les patients porteurs d’une mutation
dans le gene SHH présente une microphtalmie colobomateuse (Schimmenti et al., 2003). De
plus, les genes dont I’expression est induite par Shh, tels pax2, vaxl et vax2 induisent des
colobomes lorsqu’ils sont mutés chez la souris et le poisson-zébre (Take-uchi et al., 2003), de
méme pour les génes dont I’expression est réprimée par Shh tels pax6. Cette observation
constitue un argument supplémentaire en faveur de la contribution de Shh aux MACs, comme

I’est le fait que des mutations des genes régulateurs de son activité comme sox11 et sox4 (Wen

et al., 2015) induisent également des colobomes chez ’Homme et la souris (Wurm et al., 2008;

Pillai-Kastoori et al., 2014; Wen et al., 2015). Ces résultats dans leur ensemble indiquent que

Shh se trouve au centre d’un réseau génique primordial pour les différentes étapes du

développement oculaire et en particulier pour la fermeture de la fissure optique.

Une autre signalisation caractéristique de ces stades précoces de la formation du systéme
visuel est la voie des BMP/TGF-8 :

- Bien que I’absence de BMP4 soit souvent associée avec celle conjointe d’OTX2 en raison de
leur proximité chromosomique, des délétions affectant uniqguement BMP4 ont pu étre
observées. Les patients porteurs de ces délétions présentent une microphtalmie, une
anomalie du segment antérieur de 1’ceil, des troubles cognitifs, des malformations cérébrales
et sont généralement de petite taille alors que les patients porteurs d’une mutation pontuelle
ont une anophtalmie (Bakrania et al., 2008; Reis et al., 2011; Martinez-Fernandez et al.,
2014). L’activité de BMP4 est d’abord restreinte a la zone dorsale de la vésicule optique par
Shh (zZhao et al., 2010) ; puis ce morphogene est exprimé dans la cupule optique et est
retrouvé a des stades plus tardifs dans le cristallin (Chang et al., 2001; Bakrania et al., 2008).
Chez la souris, I’absence complete de BMP4 se traduit par une absence de cristallin et la
mort des embryons homozygotes au stade trés précoce de la gastrulation (Furuta and Hogan,
1998), tandis que les souris hétérozygotes présentent une anophtalmie ou une microphtalmie,
des anomalies rénales, cranio-faciales et du segment antérieur de 1’ceil ainsi qu’un colobome
affectant le nerf optique (Dunn et al., 1997; Chang et al., 2001).

- Des mutations dans le géne BMP7 sont associées a une anophtalmie symétrique ou
asymeétrique ou encore a un colobome unilatéral associé¢ a des difficultés d’apprentissage
(Wyatt et al., 2010). BMP7 est exprimé dans le pédoncule et la cupule optiques, puis plus
tardivement dans le cristallin, la rétine et les bords de la fissure optique chez ’'Homme. Les
souris KO homozygotes pour bmp7 présentent une anophtalmie ou une microphtalmie

bilatérale, une absence de fermeture de la fissure optique (et donc un colobome sévére), des
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anomalies des reins et du squelette axial ainsi qu’une 1étalité des mutants au premier jour de
vie postnatal (Dudley et al., 1995; Morcillo et al., 2006).

- Le dernier gene de la voie BMP/TGF- impliqué dans les MACs chez ’Homme est GDF6.
Bien que des mutations de ce géne sans phénotype oculaire aient été observées (Tassabehji
et al., 2008; Asai-Coakwell et al., 2009, 2013), d’autres mutations sont associées a une
anophtalmie bilatérale ou a un colobome unilatéral, couplé(e) a une polydactylie et un bec
de lievre (Asai-Coakwell et al., 2007; Chassaing et al., 2014; Williamson and FitzPatrick,
2014). Chez les souris KO hétérozygotes, on observe une cavité dans la papille optique et
parfois une microphtalmie (Asai-Coakwell et al., 2009). Le KD par morpholino induit une
microphtalmie ainsi qu’une rétine désorganisée chez le xénope (Hanel and Hensey, 2006;
Tassabehji et al., 2008) ; le KD chez le poisson-zébre entraine les mémes phénotypes que
chez le xénope qui sont ici associés a des colobomes et a une hypoplasie du nerf optique
(Asai-Coakwell et al., 2007, 2009). Des mutations dans gdf6 engendrent une augmentation
de la mort cellulaire (Gosse and Baier, 2009; den Hollander et al., 2010) et une inhibition de
la prolifération des RPCs (French et al., 2013) chez le téléoste. Le rdle de Gdf6 dans la
prolifération cellulaire des RPCs pourrait se faire via I’inactivation de la signalisation induite

par I’acide rétinoique (ou RA pour Retinoic Acid) (Valdivia et al., 2016).

La voie de I’acide rétinoique est par ailleurs la troisieme voie de signalisation impliquée
dans le développement des MACs. Des mutations du gene ALDH1A3 (également hommé
Raldh3, et dont la fonction consiste a catalyser ’oxydation du rétinaldéhyde en RA) sont
associées a des phénotypes variables: une anophtalmie bilatérale, une microphtalmie
colobomateuse ou une microphtalmie et un colobome I’un sans 1’autre (Fares-Taie et al., 2013;
Abouzeid et al., 2014). Chez la souris, ce gene est exprimé dans la rétine ventrale (Duester,
2009) et son absence conduit a la disparition de la rétine ventrale ainsi qu’a une absence de
fermeture de la fissure optique (Dupé et al., 2003; Molotkov et al., 2006). Chez le poisson-
zebre, le KD entraine une microphtalmie, un retard de la fermeture de la fissure optique et dans
certains cas des colobomes (Yahyavi et al., 2013).

Un autre géne de cette voie a 1’origine d’un syndrome de type MAC est stra6 (pour
Stimulated by Retinoic Acid 6, un récepteur et transporteur membranaire du rétinol). Des
mutations de ce géne chez ’Homme provoquent un syndrome polymalformatif sévere de
Matthew-Wood avec anophtalmie/microphtalmie, malformations pulmonaires, cardiaques et
du diaphragme (Chitayat et al., 2007; Pasutto et al., 2007; Chassaing et al., 2009) ou une atteinte

plus Iégere avec seulement une microphtalmie colobomateuse (Casey et al., 2011). Bien que
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Stra6 soit exprimé dans I’ceil, le systéme nerveux, les muscles, ’appareil urinaire et le systéme
reproducteur de la souris (Bouillet et al., 1997), et que ses mutations entrainent des signes
cliniques séveres chez 'Homme, le mutant murin KO présente un phénotype « presque »
normal avec une légere anomalie oculaire (Berry et al., 2013). Chez le poisson-zébre au
contraire, une inhibition pharmacologique de I’acide rétinoique supposée mimer la perte de
stra6 induit un phénotype plus sévére que chez le mutant murin avec une microphtalmie
colobomateuse et des anomalies cardiaques (Casey et al., 2011). Des mutations dans le géne
RARB (pour Retinoic Acid Receptor Beta) provoquent un phénotype polysystémique similaire
au syndrome de Matthew-Wood causé par la perte de STRAG, et incluant une anophtalmie ou
microphtalmie, une dysplasie broncho-pulmonaire, une hernie diaphragmatique et des troubles
cognitifs (Srour et al., 2013).

c) Autres familles de génes a I’origine de MACs

D’autres genes de fonction parfois inconnue ont été associés a I’apparition de MACs.
L’un d’entre eux, YAP1 (pour Yes Associated Protein 1) est un membre de la signalisation
Hippo, qui a été trouvé responsable de colobomes bilatéraux, d’une microphtalmie sévere,
d’une perte de ’audition et de retards mentaux (Williamson et al., 2014; Holt et al., 2017). Chez
le poisson-zebre, son absence entraine des colobomes et la perte des cellules composant le RPE
(Miesfeld et al., 2015). Un autre géne responsable quant a lui de colobomes isolés a été identifié
récemment : il s’agit d’ABCB6 (pour ATP-Binding Cassette subfamily B member 6). En effet,
une altération de ce géne chez I’Homme comme chez le poisson-zébre engendre des colobomes
(Wang et al., 2012; Prokudin et al., 2014). Enfin, des mutations dans le géne MAB2112 dont la
fonction exacte reste inconnue en dépit d’une appartenance a la famille des nucléotidyl
transférases, ont été associées a des anophtalmies bilatérales, des microphtalmies
colobomateuses ainsi que divers autres défauts systémiques (Rainger et al., 2014; Deml et al.,
2015; Horn et al., 2015). Chez la souris, le xénope, le poulet et le poisson-zebre, une perte de
cette protéine nucléaire induit des anomalies développementales séveéres et variées que je

présenterai ci-dessous dans le détail.
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Il1. Lafamille mab-21

1. Premiere découverte

Le géne mab-21 (pour male abnormal 21) a été découvert pour la premiere fois en 1991
a la suite d’un crible génétique chez le nématode Caenorhabditis elegans, visant a identifier des
mutants du développement des raies sensorielles, localisées sur la queue des males (Baird et al.,
1991). Chez le male nématode, ces raies sensorielles, composées de deux cellules neuronales
et d’une cellule épithéliale, sont indispensables au comportement reproducteur et sont réparties
en neuf paires bilatérales de part et d’autre de la queue. L’arrangement de ces raies est
dépendant du positionnement de cellules précurseurs dites « cellules raies ». Chez le mutant
mab-21, on observe une fusion des raies 4, 5 et 6 ainsi que la présence d’une dixiéme raie
supplémentaire entre les raies 6 et 7 (Figure 13). Cette dixieme raie résulte de la transformation

de la cellule épidermique de la raie 7 en cellule précurseur.

> v = .5 9
Figure 13 : La mutation de mab-21 entraine une fusion des raies sensorielles 4, 5 et 6
Vue ventrale de la queue de male nématodes. Adapté de Baird et al., 1991

En 1995, une autre étude s’est focalisée sur ce mutant afin d’élucider les mécanismes
pathogéniques a ’origine des défauts observés. Ils ont ainsi mis en évidence que la mutation
dans mab-21 affecte I’identité de quatre cellules différentes, dont trois des quatre cellules qui
composent une raie (Chow et al., 1995). Chaque raie sensorielle est en effet constituée de deux
neurones, d’une cellule épidermique et d’une cellule hypodermique. Les auteurs montrent que
la mutation dans mab-21 induit une véritable transformation homéotique, impliquant pour la
premiére fois ce gene du nématode dans la reprogrammation du destin cellulaire. ls font ainsi
I’hypothése que la fusion des raies 4 et 6 résulte de la modification des propriétés de la cellule
épidermique de la raie 6 qui, chez le mutant, aurait perdu ses capacités de « reconnaissance
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cellulaire ». De méme, ils rapportent que 1’'une des deux cellules neuronales de la raie 6, dont
la morphologie est spécifique de cette raie, présente chez le mutant une morphologie
caractéristique des neurones des autres raies. La troisieme cellule affectée par cette mutation
est la cellule hypodermique qui se trouve fusionnée avec une cellule adjacente. Enfin, ils
confirment I’observation réalisée par leurs prédécesseurs que la dixiéme raie résulte de la
transformation d’une cellule épidermique en neuroblaste. En paralléle, il est montré que mab-
21 agit de maniére cellule autonome dans le choix de I’identité des cellules de la raie 6, mais
de maniere cellule non-autonome quant a la transformation de la cellule épidermique en
neuroblaste. Le gene mab-21 semble donc étre nécessaire au devenir de différents types
cellulaires. Les mutants mab-21 sont également plats et plus petits en comparaison des contrdles
et présentent une baisse de fécondité ainsi que des mouvements mal coordonnés. L.’ensemble
de ces observations suggére que mab-21 joue un rble important dans le destin cellulaire au
niveau de I’épiderme et du Systéme nerveux.

Comme les phénotypes associés au mutant mab-21 sont diamétralement opposes aux
phénotypes observes pour les mutants de la signalisation small (sma) de la voie TGF-p (sma
étant I’équivalent du Smad des vertébrés), il a été suggéré que mab-21 interagissait avec cette
voie de « maniere antagoniste » (i.e., inhibition partielle ou blocage de la signalisation). Ainsi,
le développement de doubles mutants sma/mab ont montré que mab-21 est en relation
épistatique avec sma, et plus exactement qu’il se trouve en aval de la voie des TGF-p et semble
étre régulé négativement par celle-ci (Morita et al., 1999). De maniere intéressante, un crible
double-hybride ultérieur a permis de mettre en évidence une interaction entre mab-21 et sin-3,
un répresseur transcriptionnel dont le réle consiste a recruter des histones déacétylases. Le
double mutant de ces deux genes montrent également une interaction synergique entre ces deux
protéines dans la régulation du destin cellulaire des raies sensorielles du nématode (Choy et al.,
2007).

2. Difféerents paralogues chez les vertébreés

Contrairement au nématode qui ne posséde qu’un seul paralogue de mab-21, tous les
vertébrés, et la mouche du vinaigre Drosophila Melanogaster présentent deux orthologues
similaires a 97% de ce gene : mab21l1 (mal-21-like 1) et mab2112 (mab-21-like 2) (Mariani et
al., 1999; Wong et al., 1999a). Un troisieme orthologue, Xmab2113 (mab-21-like 3), a pu étre
identifié chez le xénope mais ce dernier ne présente qu’une homologie de séquence de

seulement 40% par rapport a ses paralogues et orthologues (Sridharan et al., 2012). Mab2111 et
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mab2112 codent tous les deux des protéines de 41kDA composées de 359 acides aminés et
mab21l2 a été principalement localisé dans le noyau des cellules (Mariani et al., 1999;
Baldessari et al., 2004).

a) Mab21l3

Xmab21lI3 a été identifié chez le xénope a la suite d’un crible visant a caractériser des
genes clés de la régionalisation de I’embryon. Il comporte un domaine similaire aux autres
protéines de la famille mab-21 qui couvre 85% de sa protéine. La surexpression de Xmab2113
entraine des défauts de formation de la téte ainsi que des protrusions ectopiques dues a une
dorsalisation de I’ectoderme et du mésoderme (Figure 14A). Cette protéine serait donc requise
pour la régulation de la régionalisation dorso-ventrale de I’embryon (Sridharan et al., 2012), ce
qui a été confirmé par I’observation d’un phénotype ventralisé lors d’expériences de perte de
fonction de Xmab2113 : les embryons morphants sont anophtalmiques et présentent un axe du
corps court et courbe avec a des plus fortes doses de MO la perte des structures dorsales de la
téte (Figure 14B). Les auteurs ont également montré que 1’activité « dorsalisante » de Xmab2113
¢tait réalisée via I’inhibition de la signalisation des BMP par suractivation de la voie ERK.
Xmab21I3 agirait donc comme un antagoniste de la voie des BMP.

En outre, il a été montré plus récemment que Xmab21l3 jouerait un role dans la
formation de 1’épiderme en agissant sur la spécification et la différenciation des ionocytes et
des cellules multiciliées (Takahashi et al., 2015). Dans ce cas, Xmab2113 agirait en aval d’une
autre voie du type TGFp, la signalisation Notch, mais en amont de génes régulateurs clés du

destin de ces types cellulaires tels que multicilin et foxil.

A Surexpression B Knockdown

ARN,

Figure 14 : Perte et gain de fonction de Xmab21I3
(A) Vue latérale d’un embryon de xénope au stade 35, injecté avec 1ng d’ARN xmab2113. (B)
Vues latérales d’embryons contrdle (WT), et morphants MO2s (injecté avec 2.5ng du MO
xmab2113) et MOs 4 (injecté avec 6.4ng de MO xmab2113). Adapté de Sridharan et al., 2012.
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b) Mab21l1

Discuter de Mab21I1 revient a discuter de Mab2112 dans la mesure ou ces deux protéines
sont homologues a plus de 90% et ou leurs profils d’expression se superposent en tout point
dans la vaste majorité des tissus. En effet, elles sont toutes deux exprimées majoritairement
dans I’ceil et le mésencéphale dorsal (au niveau du toit optique chez le poisson et le xénope) et
dans une moindre mesure dans le cerveau antérieur, la moelle épiniére, les bourgeons des
membres et le rhombencéphale chez certaines espéces dont le poisson-zebre (Mariani et al.,
1999; Wong et al., 1999b; Kudoh and Dawid, 2001; Lau et al., 2001; Wong and Chow, 20023,
2002b). Toutefois, bien que ces deux paralogues soient exprimés dans des tissus communs, leur
expression au sein de ces tissus peut varier. Dans les bourgeons des membres, mab2112 présente
un large domaine d’expression incluant la région apicale tandis que mab21l1 est seulement
exprimé sur deux petites régions paralléles. En outre, mab21I1 est exprimé dans les deux tiers
antérieurs du tectum tandis que mab2112 apparait dans tout le mésencéphale dorsal. Au niveau
de ’ceil, mab12I1 est plus fortement exprimé dans le cristallin tandis que mab21l2 est exprimé
dans les RGCs, le RPE et tout le long du nerf optique (Wong and Chow, 2002a; Yamada et al.,
2003). 11 y a également des tissus spécifiques de chacun d’entre eux, comme la créte génitale

pour mab21l1 et la paroi ventrale de ’abdomen pour mab2112 (Figure 15).

Figure 15: Expression
différentielle de mab2111
et mab2ll2 chez la
souris

mb, mésencéphale ; bra,
arcs  branchiaux; hl,
bourgeon des membres
postérieurs; fl, bourgeon
des membres antérieurs;
or, évidement optique
(optical  recess); in,
intestin.  Adapté  de
Mariani et al., 1999.

Mab2111 E10.5 mabziiz E1 0.5

Les mutants murins homozygotes pour mab21l1 présentent, a I’age adulte, de petits
yeux par rapport aux contrdles ainsi qu’un cristallin rudimentaire mais conservent d’apres les
auteurs une lamination normale de la rétine. Chez les embryons mutants, le cristallin est

totalement absent de E10 a E16 (E, jour embryonnaire post fécondation), puis apparait une
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ébauche trés primitive de cette structure. La malformation du cristallin semble consécutive a
une diminution significative de la prolifération cellulaire couplée & une augmentation de
I’apoptose, sans, semble t-il, de défaut de différenciation (Yamada et al., 2003). Il a été montré
que mab2111 agirait de maniere cellule autonome et que dans une cascade épistatique, ce dernier
se situerait en aval de Pax6. Les mutants homozygotes mab2111 présentent également de petites
glandes préputiales et une infertilité touchant a la fois les males et les femelles. Mab21I1
jouerait donc un réle clé dans la croissance et la formation du cristallin et des glandes
préputiales. 1l est intéressant de noter que bien que mab21I1 soit exprimé dans de nombreux
tissus, le mutant homozygote n’a de défauts que dans les tissus ou mab2111 s’exprime seul, sans
son alter ego mab21l2, ce qui suggéere un phénoméne de compensation entre les deux

paralogues.

D ‘un point de vue fonctionnelle, une étude cristallographique récente (de Oliveira
Mann et al, 2016) a permis de montrer que MAB21L1 présente une structure de
nucleotidyltransférase (NTase) s’apparentant a la synthase GMP-AMP cyclique (cGAS pour
cyclic GMP-AMP Synthase) (Kuchta et al., 2009; de Oliveira Mann et al., 2016). Les NTases
sont des protéines capables de catalyser le transfert d’un nucléoside monophosphate provenant
d’un donneur nucléoside triphosphate sur un accepteur hydroxyle. La protéine cGAS,
structurellement trés similaire aux protéines de la famille MAB-21, est, quant a elle, un senseur
de I’ADN cytosolique dans le systéme immunitaire capable de déclencher une réponse
immunitaire (Sun et al., 2013). MAB21L1 présente plus précisément une structure analogue a
la conformation de cGAS inhibée, en absence de ligand. Et en effet, aucune activité de NTase
n’a pu étre enregistrée pour MAB21L1, bien que les auteurs émettent I’hypothése qu’en se liant
a un ligand spécifique (a ce jour encore inconnu et dont I’existence n’est pas assurée), la
protéine pourrait changer de conformation et acquérir ainsi une activité de NTase. Avec les
connaissances actuelles, I’hypothése la plus probable est que MAB21L1 agit par interaction
avec d’autres protéines (comme des facteurs de transcription ?) ou en se liant avec des ssSRNA
et miRNA pour réguler I’expression génique d’une maniére encore obscure, comme il I’a été
suggeré pour cGAS (Rainger et al., 2014; Takahashi et al., 2015; de Oliveira Mann et al., 2016;
Kranzusch, 2019).

Chez I’'Homme, des mutations dans la séquence codantes de MAB21L1 ont éteé associées
a un syndrome Cerebello-Oculo-Facio-Genitale (COFG) (Bruel et al., 2017; Rad et al., 2019).
Dix patients provenant de cing familles consanguines présentent une sévere hypoplasie du

cervelet, des anomalies ophtalmiques, une agénésie du scrotum, des retards d’apprentissage et
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une dysmorphisme cranio-facial (Figure 16). Les mutations associées sont en majorité des
mutations non-sens, introduisant des codons STOP dans la protéine et provoquant tres
probablement la perte de MAB21L1, due au phénomene de dégradation d’ARNm porteurs de
mutations non-sens (plus connue sous le nom anglais de RNA decay), a I’exception de 1'une
d’entre elle, une mutation faux-sens. Ces mutations se transmettent de maniére autosomique
récessive et apparaissent donc a 1’état homozygote dans ces familles consanguines. Il est
intéressant de noter que ce syndrome s’apparente en partie au phénotype observé chez le mutant
homozygote murin décrit ci-dessus (Yamada et al., 2003), ce qui confirme I’importance de ce

géne dans le développement des vertébres.

Figure 16: Les signes
cliniques du syndrome COFG
associé a des mutations dans
MAB21L1

(A) Photographies de trois
individus de familles
différentes  présentant la
méme dysmorphie cranio-
faciale. (B) Opacité de la
cornée. (C) IRM montrant
I’hypoplasie du cervelet (téte
de fleche).Adapté de Rad et
al, 2019.

Le lien entre les anomalies cranio-faciales observées ches les patients et la protéine
MAB21L1 ont poussé les auteurs du papier décrivant le mutant murin a étudier le
développement osseux chez ceux-ci. Et donc, plus réecemment, une analyse complémentaire du
phénotype de ces souris a mis en évidence des anomalies des os de la volte cranienne (ou du
latin calvaria) et une fontanelle ouverte chez les homozygotes mab21117, révélant le role
encore méconnu de ce géne dans la régulation de la prolifération et la différenciation des
cellules du mésenchyme, et/ou dans 1’équilibre entre formation et résorption osseuses (Nguyen

et al., 2017).
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3. Mab2112

a) Expression au cours du développement des vertébrés

Chez le poisson-zébre, I’expression de mab2ll2 est visible dés le stade du
bourgeonnement (ou bud stage) au niveau du champ oculaire. Son domaine d’expression
s’agrandit au cours de la somitogénese pour couvrir la totalité du systeme visuel, englobant les
yeux et le tectum au stade 13 somites (13s). A 24hpf, mab21l2 est également exprimé dans le
rhombencéphale, les arcs branchiaux et la moelle épiniére (Figure 17) (Kudoh and Dawid,
2001). Mab2112 apparait donc de maniére concomitante a la formation du champ oculaire et se
maintient dans la vésicule optique puis dans la cupule optique. L’expression de mab2112 chez
le poisson-zebre est trés similaire a celle de la souris a peu d’exception prés. Ainsi chez le
poisson, ’expression commence dans le territoire présomptif de 1’ceil alors que chez la souris
elle apparait tout d’abord dans le primordium du mesencephale au niveau de la plague neurale
(Mariani et al., 1999). De plus, chez la souris, mab21I2 est exprimé dans les somites mais n’est
pas détecté dans le rhombencéphale, alors que chez le poisson-zebre c’est la situation inverse

(présence dans le rhombencéphale et aucune expression dans les somites).

A bud B 8s B’ 8s Figure 17 : Expression de
mab2112 chez [’embryon

de poisson zebre

-
' (A) la fleche pointe le
< . " territoire présomptif des
yeux, (A,B,C) vues
\ dorsales avec I’antérieur
vers le bas, (B’,C’,D)
" vues  latérales.  Hb,
C 13s C 13s D Hb Sp24h rhombencéphale
(hindbrain) ; Sp, moelle
épiniere (spinal cord).

m I
' ’ { Adapté de Kudoh and
\ Dawid, 2001.

“

En examinant ’expression de mab2112 dans I’ceil, on s’apergoit que chez la souris, le
poulet et le poisson-zebre, elle commence par couvrir un large domaine dans la vésicule optique
puis se restreint a une expression dorsale et ventrale de la cupule optique pour finir par n’étre
plus exprimée que dans la GCL, I'INL et la CMZ aux stades plus tardifs (Figure 18) (Yamada
et al., 2003; Deml et al., 2015; Sghari and Gunhaga, 2018).
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Figure 18 : Expression de mab2112 chez différentes especes

Hybridation in situ. (A-C) sections d’embryons de poisson-zebre, le, cristallin (lens); inl,
couche nucléaire interne ; gcl, couche de cellules ganglionnaires. Adapté de Deml et al., 2015.
(D-F) sections transversales d’embryons de poulets. Adapté de Sghari and Gunhaga, 2008. (G-
1) sections transversales d’embryons de souris.Adapté de Yamada et al., 2003.

a) Conséquences de la perte de mab21l2

Des expériences de knockdown a I’aide de dsRNA (pour double strand RNA ou ARN
double brin) chez le xénope ont montré que la perte de Xmab21l2 entrainait une gastrulation
incompléte couplée a un défaut de fermeture du tube neural. Les embryons déplétés en
Xmab2112 présentent des anomalies de ’endoderme, une absence d’ceil, et sont partiellement
ventralisés et plus petits que les embryons contréles (Lau et al., 2001). Les auteurs en ont donc
conclu que mab2112 était requis pour la gastrulation et ’organogenése du xénope. D’autres
expériences de knockdown par dsRNA réalisés chez I’embryon de poulet ont mis en lumiére les
impacts de la suppression de mab2112 sur la rétine a différents stades du développement. Ainsi,
une perte de mab2112 au stade ou la vésicule optique se forme entraine la formation d’une rétine
rudimentaire, d’un cristallin de petite taille et d’une malformation du mesencéphale tandis

qu’une perte de fonction plus tardive, au stade ou la rétinogenése se produit dans la cupule
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optique, induit des colobomes et une hypoplasie du nerf optique due a des défauts d’extension
des axones des RGCs (Sghari and Gunhaga, 2018). La diminution de mab21I2 a ce stade plus
tardif a également permis de montrer son réle dans la lamination de la rétine et en particulier
dans la différenciation et le positionnement des cellules amacrines et horizontales. En absence
de notre protéine d’intérét, ’ONL et 'INL se distinguent difficilement I'une de 1’autre et
présentent une diminution du nombre global de ACs et HCs. Les auteurs mettent ainsi en
évidence le réle essentiel de mab2112 dans le maintien de la prolifération des RPCs aux stades
précoces, puis dans la différenciation de différents types cellulaire de la rétine lors de la
rétinogénese.

A Iinstar de mab2111, un mutant murin homozygote pour mab2112 a été décrit (Yamada
et al., 2003). Contrairement au mutant mab2111, la totalité des mutants mab2112”- meurt in utero
au stade E14.5, ce qui semble li¢ a I’extrusion des organes abdominaux et rend de ce fait
impossible la compréhension des mécanismes cellulaires résultant de la perte de mab2112 & des
stades plus tardifs. En effet, les mutants homozygotes ont une tres fine paroi abdominale aux
stades précoces ce qui engendre I’extrusion des organes abdominaux et une position anormale
du cceur. Les mutants présentent également une absence de RPE et du cristallin ainsi qu’une
malformation de la rétine (Yamada et al., 2003). Les défauts observes au niveau de la rétine
s’expliquent en partie par une baisse de la prolifération des progeniteurs rétiniens (ou RPCs).
Ce mutant murin montre en outre des défauts tant au niveau du cceur que du foie, tous dus a une
diminution de la prolifération associée a une augmentation de la mort cellulaire (Saito et al.,
2012).

Chez le poisson-z¢ebre, une lignée mutante porteuse d’une mutation non-sens entrainant
une protéine tronquée au tiers de sa taille normale présente des défauts oculaires importants.
Des 24hpf, les embryons mutants homozygotes montrent une microphtalmie accompagnée de
colobomes plus ou moins séveres, un cristallin de petite taille a la structure désorganisée, et des
défauts de la cornée. Les défauts du cristallin et de la cornée sont en partie dis a un retard de
morphogenése de ces structures, une diminution de la prolifération et une augmentation de la
mort cellulaire. Les colobomes résultent quant a eux de défauts de rupture des membranes
basales qui est requise a la fermeture de la fissure choroidienne, couplés a une augmentation de
la mort cellulaire dans le pédoncule optique (Gath and Gross, 2019). Une autre lignée mutante
nommée mab2112?485*5 engendrant une protéine tronquée au dixiéme de sa taille présente elle
aussi des défauts séveres de I’ceil et une mortalité de 100% des embryons homozygotes passés
un certain stade de développement. A 24hpf, les embryons homozygotes ont déja des défauts

oculaires comme une microphtalmie associée a des colobomes, une absence compléte ou une
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réduction significative de la taille du cristallin, une rétine désorganisée, avec de plus des
anomalies cranio-faciales et un corps plus petit et courbe (Deml et al., 2015). Une augmentation
de la mort cellulaire est également observée au niveau de la rétine, du cristallin, de la fissure
optique et de certaines régions du cerveau, couplée pour la rétine a une diminution de la
prolifération. Au niveau de la régulation de I’activité génique, I’expression de certains génes
essentiels au bon développement de I’ceil est altérée chez les mutants : en effet, pax6b est inhibé
dans la région ventro-temporale de la rétine et totalement absent au niveau du colobome/fissure
choroide, alors que I’expression de pax2.1 est quant a elle maintenue anormalement dans le
centre de la rétine et au niveau de la fissure optique a 48hpf ; enfin foxe3 est inhibé dans le
cristallin.

Ces différentes « sous-expressions » de mab21l2 suggérent une conservation
fonctionnelle de la protéine au cours de I’évolution dans la mesure ou des défauts similaires
sont observés au niveau de I’ceil de la souris, du poulet, du xénope et du poisson-zébre. Chez
les quatre espéces de vertébrés décrites, la baisse ou la suppression de I’expression de mab2112
entraine des défauts séveres de la formation de 1’ceil confirmant son réle déterminant dans le

développement du systeme visuel.

b) Voies de signalisations de mab2112

Bien que mab21l2 semble étre un géne majeur du développement de I’ceil, nous avons
encore peu de connaissances sur les voies de signalisation dans lesquelles il pourrait étre
impligué a ce niveau. Ainsi, comme vu ci-dessus, chez C. Elegans, mab-21 agit en aval de la
voie des TGF-B, amorcée chez le nématode par la protéine CET-1/DBL-1 (Morita et al., 1999;
Suzuki et al., 1999). Afin d’étudier plus en détail le rapport entre mab2112 et cette voie de
signalisation, des expériences de « double » surexpression de mab21l2 et BMP4 ont été
réalisées chez le xénope, sachant que BMP4 est I’équivalent structurel de CET-1/DBL-1 chez
les vertébrés. Ces expériences ont permis d’établir que Xmab2112 agit de maniére antagoniste
a BMP4 puisqu’il est capable de sauver les défauts associés a la surexpression de BMP4 en
engendrant la ventralisation des embryons alors que BMP4 induit une dorsalisation. Des
expériences in vitro et in vivo ont également montré une interaction directe entre Xmab2112 et
SMAD1 (pour Small Mothers Against Decapentaplegic homolog 1), le principal effecteur de la
voie des BMPs. Cette interaction est plus forte en présence de BMP4 mais n’en est pas
dépendante. Cette action antagoniste pourrait s’effectuer par I’activité répresseur de mab2112.
Il a en effet été suggere in vitro par le biais d’un essai luciférase que Xmab12I2 est capable de

réprimer I’activité génique de génes cibles (Baldessari et al., 2004).
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En outre, il a été montré que mab21l2 est dans une relation épistatique avec Rx3 et qu’il
agit en aval de ce facteur de transcription dans la régulation de la survie des RPCs (Kennedy et
al., 2004). Au cours du développement de I’ceil, mab21lI2 se trouve également en aval de pax6,
et ces deux genes majeurs jouent de maniere antagoniste leur rdle dans la formation du cristallin,
de la rétine et du cerveau antérieur. En effet, on observe une augmentation de I’expression de
mab2112 au niveau du cristallin chez les mutants hétérozygotes pax6*"-. De plus, deux sites de
liaisons reconnus par le facteur de transcription Pax6 ont été identifiés dans la région promotrice
de mab2112, confirmant I’hypothése de relation épistatique entre ces deux génes (Wolf et al.,
2009).

C) Mutations chez ’'Homme

Chez ’Homme, des études génomiques réalisées sur une collection de patients atteints
de colobomes ont permis de révéler cing mutations faux-sens dans le gene MAB21L2 qui se
sont avérées étre responsables de plusieurs malformations développementales (Figure 20). Sur
ces cing mutations, quatre sont trouvées a 1’état hétérozygote chez les patients et se situent
toutes dans la méme zone de la protéine, a proximité de la région N-terminale. En particulier,
il est a noter que trois d’entre elles touchent le méme acide aminé, ’arginine 51 (R51), bien
qu’associées a des malformations différentes chez les patients. Cet acide aminé est conservé
chez toutes les especes de vertébrés, ce qui atteste de son importance fonctionnelle. La
cinquiéme mutation affecte un acide aminé plus en aval de la protéine, a proximité de la région
C-terminale de la protéine et a été trouvee a 1’état homozygote chez les patients d’une méme
famille (Rainger et al., 2014; Deml et al., 2015; Horn et al., 2015). Les différentes mutations
entrainent les défauts suivants, qui sont résumes dans le tableau de la Figure 19 :

- La mutation p.Glu49Lys transforme un acide glutamique en lysine et est associée a
un dysmorphisme mineur du squelette, une macrocéphalie, une syndactylie partielle
des mains et des pieds, des dislocations récurrentes de la rotule et une microphtalmie
colobomateuse des deux yeux.

- La mutation p.Arg51His transforme une arginine en histidine et est responsable de
sévéres malformations de I’ceil incluant une microphtalmie bilatérale et des
colobomes couplés a un dysmorphisme facial.

- La mutation p.Arg51Cys, en transformant I’arginine 51 en cystéine, est la plus sévere
des mutations décrites. Elle responsable d’une macrocéphalie chez certains patients,

et associée a une trés sévere dysplasie du squelette, en particulier des membres
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inférieurs, des retards d’apprentissage ainsi qu’une anophtalmie bilatérale avec une
hypoplasie du nerf optique.

- La mutation p.Arg51Gly transformant une arginine en glycine est associée a une
dysplasie du squelette, un défaut du cristallin et ’appartion de colobomes toutefois
sans microphtalmie.

- Enfin, la mutation p.Arg247GIn transformant une arginine en glutamine est associée
une dysmorphie faciale, une microphtalmie bilatérale et des colobomes de sévérité
variable.

Il est intéressant de noter que bien que la mutation p.Arg247Gln soit trouvée a 1’état
homozygote, elle provoque les défauts les moins sévéres des cing mutations décrites jusqu’ici.
De plus, on remarque que tous les patients porteurs d’une mutation dans MAB21I2 présentent
non seulement des défauts oculaires mais également squelettiques, ce qui reflete les niveaux
d’expression et donc ’importance de mab21l2 dans I’ceil et les bourgeons des membres chez
les vertébrés. De facon intéressante, les malformations et signes cliniques observés chez les
patients sont semblables aux défauts des mutants vertébrés présentant une perte totale de la

proteine (cf. Chapitre 1 11.3.a).

Dysplasie du Retard

Mutation Colobomes | Microphtalmie , .
squelette d’apprentissage

pGlud9Llys

pArg51Gly

pArg51Cys Anophtalmie

pArg51His

pArg247Gin

Figure 19 : Tableau récapitulatif des défauts associés a chague mutation

Afin d’¢élucider les mécanismes pathogéniques causes par la mutation p.Arg51Gly, une
lignée mutante a été congue chez le poisson-zébre : la lignée mab2112751-F52¢el présentant une
délétion en phase de deux acides aminés sensée phénocopier la mutation humaine (Deml et al.,
2015). Contrairement a la lignée mutante mab211294%%*S décrite précédemment, 13% des
embryons homozygotes de cette lignée survivent a 1’age adulte, ce qui suggére un phénotype
moins sévere. En effet, ces embryons présentent des défauts des mémes structures que la lignée
mutante null mais dont I’atteinte est moindre et I’apparition plus tardive. Par exemple, chez ce

mutant, rétine apparait désorganisée et 1’ceil globalement microphtalmique mais le cristallin

Page | 59



Introduction

semble normal. On observe également de sévéres colobomes, un RPE discontinu, des défauts
cranio-faciaux et une malformation du cartilage des arcs branchiaux, le tout semblable aux
phénotypes des patients porteurs d’une mutation dans MAB21L2. A P’instar de la lignée
mab211294855"5 [a lignée porteuse de la mutation humaine présente une augmentation de la
mort cellulaire et une diminution de la prolifération dans I’ceil. Pax6b et foxe3 sont réprimés
communément chez ces deux mutants mais 1’augmentation de I’expression de pax2.1 n’est pas

retrouvée dans la lignée mab21|2R51-F52del,

(pArg51Gly)
(pGlu4Slys) (pArgsicys)
—> (pArg51His)

1 1|

(pArg247GIin)
| 359

MAB21L2

B p.Glu49Lys C p.Arg247GlIn

D p.Arg51Cys

p.Arg51Gly

o nin i W2

Figure 20 : Mutations de MAB21L2 et phénotypes cliniques associés

(A) Représentation schématique de la protéine humaine et des différentes mutations
observées. (B-E) Photographies de patients porteurs des différentes mutations. Adapté de
Rainger et al, 2014.
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Des analyses de modification de la mobilité électrophorétique sur la protéine sauvage et
les protéines mutantes ont permis de montrer que si MAB21L2 était capable de se lier a ’ARN
simple brin (ssSRNA pour single strand RNA) en condition physiologique, cette capacité serait
perdue dans le cas des protéines mutantes (Rainger et al., 2014). De par la forte ressemblance
entre mab2111 et mab2112, I’étude cristallographique du premier permet de penser que mab2112
possede également une structure de type NTAse s’apparentant a CGAS. Lors de cette étude, les
auteurs ont reproduit leur modele structurel avec les mutations identifiées chez I’'Homme afin
d’étudier leur impact sur la stabilisation de la protéine. L’acide aminé 247 touché par la
mutation p.Arg247GIn semble étre requis pour le maintien d’un pont salin. Dans le cas de la
protéine mutée, ce pont serait brisé ce qui entrainerait une diminution importante de la stabilité
de MAB21L2. Les acides aminés 49 et 51, affectés par les quatre autres mutations, seraient
quant a eux impliques dans un réseau de ponts salins formant une boucle cruciale pour la
stabilité de la structure. Les mutations de ces acides aminés entraineraient donc également une
baisse de la stabilité de la protéine. En outre, cette boucle constituerait potentiellement un site
d’interaction protéine-protéine, ce qui expliquerait le pourquoi de la plus grande séverité des
défauts associés aux mutations de ces deux résidus. De plus, une baisse de la stabilité protéique
pourrait également rendre compte de la diminution de I’interaction de MAB21L2 mutée avec

les sSRNA lors des tests de modification de la mobilité électrophorétique.

1. Objectifs de la these

Mab21l12 est une protéine majeure de la mise en place du systéme visuel, dont des
altérations de la fonction chez I'Homme conduisent a des anomalies sévéres de la
morphogenése de I’eil et d’autres structures. Cependant, hormis sa localisation nucléaire et son
homologie de structure avec certaines nucléotidyltransférases dont cGAS, peu de données
informatives quant a sa fonction exacte ont été rapportées a ce jour. Il est probable que Mab21I12
soit impliquée dans la régulation de I’activité génique, entre autres de genes effecteurs de la
voie des BMP (Baldessari et al., 2004). De ce fait, il nous a donc semblé intéressant de
caractériser les cascades de signalisation moléculaire situées en aval de Mab2112 ainsi que ses
potentiels partenaires d’interactions afin d’en savoir plus sur son activité cellulaire, et de

clarifier sa fonction durant la formation du systeme visuel.

Afin d’élucider le réle de Mab2112, mon projet de thése a donc été divisé en trois

objectifs qui consistaient a :
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(i) preciser la caractérisation des défauts associes a la perte de fonction de Mab2112 par
une double approche de knockdown par injection de morpholino ainsi que par 1’établissement
d’une lignée mutante CRISPR/Cas9. Si des malformations du systéme visuel avaient été
décrites par le passé, au moment du démarrage de mon projet de thése, aucune étude n’avait
analysé de maniére globale et détaillée les effets de la perte de fonction de Mab2112 sur la
lamination de la rétine et la croissance axonale du nerf optique. Mon travail de recherche a donc
consisté en une analyse plus fine des phénotypes observés par certains types cellulaires de la
rétine, dont les RGCs et les photorécepteurs. En paralléle, je me suis également attachée a
étudier le développement du rhombencéphale, la région postérieure du cerveau, ou Mab2112 est
exprimée chez le poisson-zebre afin d’y déceler I’impact potentiel de la perte de Mab2112. En
effet, ma directrice de thése, Jamilé Hazan, avait par le passé observé une sévere
désorganisation de I’organisation métamérique du rhombencéphale a la suite d’une perte
transitoire de Mab2112 via I’injection d’un morpholino contre notre protéine d’intérét.

(i) Identifier d’éventuels génes cibles de Mab2112 par une analyse transcriptomique
comparative. Afin de définir les cascades de signalisation dans lesquelles Mab2112 pourrait
agir, nous avons réalisé en collaboration avec le Centre National de Séquencage (Genoscope,
Evry) une approche de type RNAseq sur des retines contréles, mutantes et morphantes a 25hpf
ainsi que sur des tétes d’embryons contrdles, mutants et morphants a 10 somites. Cette stratégie
¢tait destinée a nous permettre d’évaluer I’/les impact(s) de la perte de fonction, totale (mutants)
ou partielle (morphants) en comparaison avec la situation physiologique (embryons contrdles),
comme de comparer les conséquences des deux approches de perte de fonction knockdown et
knockout. Afin de déterminer les génes activés ou réprimés par la perte de fonction de Mab2112,
nous avons choisi de réaliser nos analyses comparatives a deux stades embryonnaires distincts
pour y adresser des problématiques différentes : le stade 10 somites, stade auquel la rétine
amorce sa formation avec une prolifération accrue des RPCs, et le stade 25hpf a partir duquel
les différents types cellulaires de la rétine, et en particulier les RGCs commencent a se
différencier. Ces analyses comparatives a deux stades du développement plus ou moins précoce
devraient nous permettre d’avoir une vue d’ensemble du réle de Mab2112 dans des processus
aussi distincts que 1’équilibre prolifération/différenciation ou la croissance axonale des RGCs
vers leurs cibles tectales. Et enfin,

(iii) caractériser d’éventuels partenaires d’interaction de Mab2112 par une approche
ciblée de type géne candidat couplée a une validation biochimique avec des expériences de co-
immunoprécipitation. La base de données String mentionne ainsi que Mab21l2 pourrait

interagir physiquement avec des facteurs de transcription connus pour leur réle déterminant tant
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dans le développement du systéeme visuel que dans celui du cerveau postérieur, comme les
membres de la famille MEIS et PBX (Figure 21). Afin de vérifier ces interactions et d’en
découvrir de nouvelles, des expériences de co-immunoprécitation sont en cours.
L’identification de partenaires de Mab2112 devait également nous permettre de mieux cerner

sa fonction au sein des neurones de la rétine, voire du cerveau postérieur.

MEIS2 Figure 21 : Potentiels partenaires
el 4@ d’interaction de Mab2112
: Schéma représentant les
interactions physiques possibles
entre Mab2112 et des protéines
partenaires, d’aprés la base de
paxa donnees String.

TGFB1

6 String-db.org
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Matériels et méthodes

Entretien des poissons

Les embryons de poisson-zebres (Danio Rerio) sont récupérés a partir des pontes de lignées
sauvage ou transgéniques comme Tg(ath5:GFP), Tg(isletl:GFP) et Tg(olig2:GFP) qui
expriment respectivement la protéine fluorescente verte (GFP) dans les neurones RGCs (Masali
et al., 2003), les neurones moteurs craniens et spinaux (Higashijima et al., 2000) et un mélange
spécifique de neurones et d’oligodendrocytes (Shin et al., 2003; Park et al., 2004) ainsi qu’a
partir de la lignée mutante CRSPR/CAS9 mab211232* nouvellement créée. Aprés fécondation,
tous les embryons ont été maintenus dans un milieu E3 (5mM NaCl; 0.17mM KCI; 0.33mM
CaCly; 0.33mM MgSOs; 0.00001% bleu de méthyléne) a 28°C. Nous avons évalué leur
age/stade de développement a partir du nombre d’heures écoulées post-fécondation et de leur
morphologie, comme décrit par Kimmel et al. (1995). Afin d’éviter la pigmentation de
I’épiderme, 0.2mM phenyl-2-tiourea (PTU, Sigma) ont été ajoutés au milieu E3 aprées 24hpf.
Toutes nos expérimentations ont été réalisées en accord avec la directive européenne 210/63/EU
sur la protection des animaux utilisés a des fins de recherche scientifique et le “Décret 2013—
118”. La plateforme aquatique a été approuvée par le service pour la protection et la santé des

animaux avec le numéro de validation A-75-05-25.

Génération de lignée mutante

Nous avons développé la lignée mutante mab2112%2" dans notre laboratoire avec la méthode
CRISPR/Cas9 et le sgRNA ciblant une région proche du codon ATG (sgRNAI155: 5'-
TAATACGACTCACTATAGGAAGATGCCAGGCGCGCAAAGGTTTTAGAGCTAGAA

ATAGCAAG-3). L’ARN guide a été synthétisé avec le kit de transcription Megascript T7
(Ambion) et purifié avec le Mini kit RNAeasy (QIAGEN). L’ARNm de la Cas9 a été transcrit
avec le kit mMessage mMachine T7 (Life Technologies), suivi d’une réaction par la DNase-I
polyA-tailing (créant une queue poly-A). Des embryons sauvages ont été injectés au stade 1
cellule avec 1nl d’une solution contenant 1l de la protéine Cas9 a 30uM et 5ul de sRNAL55
a 200ng/ul. Pour tester I'efficacité du sgRNA, ’ADN génomique a été isolé a partir de huit
embryons et amplifié par PCR avec la Taqg DNA Polymerase (Invitrogen) en utilisant des
amorces encadrant la région ciblée par le CRISPR (FOR: 5'-GTCGCACTGTCTTGGATCCA-
3'; REV: 5'-GTTGAACACCCCCATCTGGT-3'). Dans ces conditions, 90% des embryons
injectés avec le sgRNA155 ont été identifiés comme mutants. Des fondateurs ont été croises
avec des poissons sauvages et leur descendance F1 fut criblée pour des mutations de décalage
de cadre par PCR et séquencage Sanger. Un poisson fondateur possédant un codon STOP a

I’acide aminé 32 fut sélectionné et croisé avec des sauvages afin de créer la lignée mutante
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mab2112%2", Par la suite, les mutants furent identifiés par une approche dCAPS (Hodgens et al.,
2017). Des amorces ont été créées pour identier la mutation au locus mab2112%2* via I’outil
indCAPS (FOR : 5’-CAACGAAAGATGCCAGGCTGGC-3" et la méme REV que
précédemment). Le produit de PCR est alors digeré par I’enzyme de restriction Mscl (NEB) et
les digestions sont analysées par électrophorése sur un gel a 2% d’agarose. Les porteurs
hétérozygotes de 1’allele mutant (mab211232"/+) qui présentent deux bandes au lieu d’une, sont
ensuite  croisés entre eux afin d’obtenir des larves mutantes homozygotes
(mab21123%*/mab21123"). Les poissons mabh2112%2"/+ ont également été croisés avec les lignées
Tg(atoh5:GFP) et Tg(isletl:GFP) afin de faciliter les analyses.

Injections de morpholino

Nous avons utilisé des morpholinos (MO pour Morpholino Oligonucleotide) ciblant le site
d’initiation de la traduction chez le poisson-zébre de ’ARNm de mab2112 (MOMa2112) et
mab21121 (MO™P21) “synthétisés par GeneTools (Philomath, USA) :

MOMab21i2 5> CTGTAGACCGGAGTTTCGCAGTACG-3’

- MOMa2ll 5. GCGATCATATTTGGACAGAGATCC-3’

Les MO sont resuspendus puis dilués dans de 1’eau déionisée et injectés au stade deux cellules
avec 2pmol de MOMaP212 et 1 5pmol de MO™P2!! par embryon. Les embryons injectés avec
MOMab2Li2 seront par la suite cités comme morphants ou L2 MO. Les co-injections avec le
morpholino contre p53 : MOP>3 5°-GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG-3’ont été réalisées
avec une dose de MOP®? 1,5x supérieure a I’autre morpholino selon les recommandations de la
littérature (Robu et al., 2007).

Immunohistochimie sur embryons entiers et sur coupes

Les embryons de poisson-zebre ont été fixés dans du paraformaldéhyde a 4% (PFA) dilué dans
du PBS (Phosphate-Buffered Saline) pendant 2h a température ambiante (RT pour Room
Temperature), puis lavés a trois reprises dans du PBS-T 1% (1% Triton X-100 dans du PBS
1X) pendant 10 min et perméabilisés dans une solution de trypsine a 0.25% dans du PBS 1X a
25°C. Cette étape a été suivie de quatre lavages de 5 min dans du PBS-T 1% puis les embryons
ont subi une étape de blocage des sites non spécifiques pendant 1.5 heure a RT dans du PBS-T
1% supplémenté avec du sérum normal de chévre (NGS) a 10%. Les embryons sont ensuite
incubés sur la nuit a 4°C avec les anticorps primaires suivant : GFP (dilution 1/1,000,
Invitrogen), ZPR1 (dilution 1/150, ZIRC) et Active-caspase 3 (dilution 1/400, R&D systems).

Le jour suivant, les embryons sont lavés a au moins 5 reprises dans du PBS-T 1% et incubés
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sur la nuit a 4°C avec les anticorps secondaires (Alexa-488 conjugué chévre anti-souris ou
chevre anti-lapin et Alexa-555 conjugue chévre anti-souris ou chévre anti-lapin & une dilution
de 1:1000; Molecular Probes). Le troisieme jour, les embryons sont lavés dans du PBS-T 1%
pour au moins 2 heures puis conservés dans du glycérol a 90% jusqu’a leur observation au
microscope.

Pour les coupes, les embryons ont été fixés dans du PFA a 4% sur la nuit a 4°C, lavés 3 fois
dans du PBS-T 1% et incubes sur la nuit a 4°C dans du sucrose a 30%. lls ont ensuite été
congelés dans de I’OCT (Leica Biosystems) a -60°C et coupés en tranches de 14-um au cryostat.
Les tranches furent collectées sur des lames et séchées a RT pendant au moins 1 heure. Les
lames sont ensuite réhydratées pendant 45 min a RT et lavées 2 fois dans du PBS. Elles sont
par la suite « bloquées » dans du PBS-T 0.1% supplémenté avec du NGS a 10% pendant 1 heure
a RT dans une chambre humide, puis incubées sur la nuit & 4°C avec les anticorps primaires
suivants : ZPR1 (& 1:200) et GFP (a 1:1000). Le jour suivant, les lames sont lavées 4 fois dans
du PBS-T 0.1% pendant 10 min et incubées pendant 2 heures a RT dans le noir avec les
anticorps secondaires : Alexa-555 conjugué chévre anti-souris et Alexa-488 conjugué chevre
anti-lapin (tous les deux a 1:1000; Molecular Probes). Les lames sont ensuite lavées 4 fois dans
du PBS-T 0.1% pendant 10 min et montées dans du Vectashield contenant du DAPI
(CliniSciences).

Les photos sont acquises a I’aide d’un microscope a fluorescence équipé d’'un module Apotome
(Zeiss, Axiovert 200M), d’un objectif x20 (NA 0.5), et d’un appareil photo AxioCamMRm
(Zeiss) avec le logiciel Axiovision (Zeiss). Le logiciel ImageJ (NIH) fut utilisé pour analyser
les acquisitions. Pour les acquis en immuhistochimie sur embryons entiers, chaque image
correspond a une projection de plusieurs tranches de 2 um. Au moins 30 embryons ont été
regroupés issus de trois expériences indépendantes par condition. Pour les coupes, chaque
image correspond a une seule photographie d’une tranche de 14 um et au moins 10 larves sur

deux expériences indépendantes ont été analysées pour chaque condition.

Hybridation in situ sur embryons entiers

Pour étudier I’expression de mab21l2, des fragments d’ADNc ont été rétro-transcrits et
amplifiés par PCR avec le systétme SuperScript Il One-Step RT-PCR couplé a la Taq
Platinum® haute fidélit¢é (ThermoFisher Scientique), a partir d’ARN totaux extraits
d’embryons de poisson-zebre a 24hpf, en suivant les instructions du fabricant.

Les amorces antisens d’ARN marquées avec la digoxigénine ont été synthétisées a partir de

produits purifiés des RT-PCRs avec la polymérase ARN T3 (Promega) selon les instructions
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du  fournisseur. Pour mab21l2, I’amorce suivante a ¢été  utilisée
Forward 5’AATTGTAATACGACTCACTATAGGGCTCTAAAGAGTGCTACTCATTGA
CG 3.

Les sondes krox20, pax2.1, pax6, hoxbla, hoxblb, hoxb2, hoxb3, hoxb4a, hoxb5a, hoxb6,
hoxb7a, hoxb8b, hoxb9a, fgf8, fgf3, mariposa/foxbla, valentino/mafb et meisl.1, dont les
plasmides recombinants contenant tout ou partic de I’ADNc ont été récupérés de Christine
Vesque, de I’équipe de Sylvie Schneider-Maunoury (Biologie du Développement, IBPS) ont
été synthétisées a partir de plasmides linéarisés avec la polymérase ARN T3, T7 ou SP6
(Promega).

Les expériences d hybridations in situ ont été réalisees selon une procédure standard decrite par
Macdonald et al., 1994. Les images en résultant ont été acquises sur une loupe binoculaire
combinée a une camera a haute definition (Leica). Les photographies ont été modifiées pour la

luminosite et le contraste avec le logiciel Image J.

Analyses statistiques

Toutes les données (a I’exception des coupes) ont €té obtenues a partir d’au moins trois
expériences indépendantes et sont présentées comme des moyennes + SEM. La significativité
statistique des données a été évaluée en utilisant le two-tailed t-test paramétrique non pairé ou
le t-test Mann—-Whitney non paramétrique lors de la comparaison de deux groupes assumant
respectivement une distribution Gaussienne ou non-Gaussienne. Cette distribution fut testée
avec le test de normalité D’ Agostino et Pearson. Le test de Chi-2 et le test exact de Fisher pour
les plus petits échantillons ont été utilisés pour comparer la distribution de deux groupes. Toutes
les analyses statistiques furent réalisées avec Prism 5.0 (logiciel GraphPad, San Diego, CA).

Les valeurs de P (ou P-values) inférieures a 0,05 furent considérées comme significatives.

Préparation des ARNSs en vue du séguencage transcriptomigue par RNAseq

Les ARNs ont été extraits a partir d’'une vingtaine de tétes d’embryons en suivant le protocol
de De Jong et al., 2010. Pour chaque échantillon, 500 ng d’ARNs ont été utilisés pour réaliser
des collections de transcrits pour chaque point. Le kit Truseq Stranded mRNA (lllumina) a
permis de développer des banques d’ADNc par rétrotranscrption a 1’aide d’amorces de type
aléatoire, apres avoir éliminé les ARN ribosomiques, selon les instructions du fabricant. Les
banques ont été par la suite séquencées sur un Illumina Hi-seq 4000 a hauteur d’un total
d’environ 5 M de reads par point analysé, en chargeant 12 échantillons sur une demi-piste et en

séquencant en pair-end (150pb dans le sens forward et 150 dans le sens reverse).
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Analyse des données du séquencage d’ARN (ou RNA-seq)

L’analyse des données de RNA-Seq a été faite par la société GenoSplice. Le séquencage, la
qualité des données, la répartition des reads (lecture/séquence) et I’estimation de la taille des
inserts ont été réalisés grace aux logiciels FastQC, Picard-Tools, Samtools et rseqc. Les reads
ont été cartographiés sur I’assemblage de la séquence génomique du poisson-zebre (version 98
sur Ensembl du Sanger Centre) par STARv2.4.0 (Dobin et al., 2013). L’étude de la régulation
de D’expression génique entre les différents échantillons a été réalisée comme décrit
précédemment (Noli et al., 2015) : les séquences s’alignant sur chaque géne présent dans la
derniere version de la banque de données génomiques du poisson-zebre ont été dénombrées. A
partir de ces comptages de reads (séquences), la normalisation et I’expression génique
différentielle ont été estimés a I’aide de DESeq2 (Love et al., 2014) sur R (v.3.2.5). Seuls les
genes exprimes dans au moins une des deux conditions expérimentales comparées ont été par
la suite pris en considération. Les génes ont été inclus dans 1’analyse si leur valeur de rpkm
(i.e., reads per kilobase of transcript per million mapped reads) était supérieure a 75% de la
valeur de rpkm obtenue en bruit de fond a partir des régions intergeniques. Les résultats furent
considérés statistiquement significatifs pour des p-values non corrigées < 0,05 et une
augmentation ou diminution de I’expression d’un taux (i.e., fold-change) > 1,5.

Analyse non supervisee

Le regroupement (ou clustering) et les représentations graphiques des données (ou heatmaps)
ont été réalisés avec les fonctions “dist” et “hclust” dans R, avec la distance Euclidienne et le

coefficient d’agglomération de la méthode de Ward.

Analyse des voies de signalisations/Gene Ontology (GO) et des facteurs de transcription

L’analyse des enrichissements en termes de GO et des voies de signalisations KEGG et
REACTOME a été réalisée en utilisant 1’outil d’annotation fonctionnelle DAVID (v6.8). Les
termes GO et les voies de signalisation furent considérés comme enrichis si le taux
d’enrichissement était > 2,0, la p-value non corrigée < 0,05 et un minimum de génes régulés
dans les voies/termes GO > 2,0. L’analyse fut réalisée trois fois, en utilisant (i) tous les genes
régulés, (ii) seulement les génes régulés positivement ou (iii) seulement les génes réprimés. Ces
trois analyses ont été mixées afin d’obtenir une seule liste de résultats. Les mémes seuils et

méthodes furent utilisés pour I’analyse des termes GO et celle des voies de signalisation.
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Résultats et discussion : Mab21I2 dans le systeme visuel

|. ROle de Mab2112 dans le systeme visuel
1. Expression de mab21I2

Avant de tenter de préciser la fonction de la protéine mab2112, j’ai souhaité vérifier tout
d’abord son patron d‘expression dans les embryons de poissons-zébre. Mab2112 apparait trés
largement exprimé dans le champ oculaire et le mésencéphale a 18 somites (Figure 22A). A
24hpf, on I’observe également dans la moelle épiniére et le rhombencéphale, plus précisément
dans la région des arcs branchiaux (ou pharyngés) tandis que son expression dans la rétine est
plus restreinte qu’a 18 somites (Figure 22B et C). A 48hpf, son expression dans le
rhombencéphale est plus importante et de maniére intéressante, au niveau de 1’ceil, il est plus
particuliérement exprimé au niveau de la fissure optique (Figure 22C et E). A 72hpf, son
expression dans la rétine s’affaiblit et il n’est plus guere visible qu’au niveau de I’'INL et de la
GCL (Figure 22F). ). L’ensemble de ces résultats est conforme a la littérature existante (Kudoh
and Dawid, 2001; Deml et al., 2015).

A B

48-hpf

Figure 22 : Vérification du motif d’expression de Mab2112

(A-F) Hybridation in situ sur embryons entiers de 18 somites (S) a 72hpf. m, mésencéphale ;
co, champ oculaire ; cr, cristallin; r, rétine; me, moélle épiniére ; ap, région des arcs
pharyngés ; rh, rhombencéphale ; tc, tectum ; fo, fissure optique ; gcl, couche de cellules
ganglionnaires ; inl, couche interne nucléaire. (A,B,E) vues dorsales, (C,D) vues latérales, (F)
vue ventrale.

2. Les outils de la perte de fonction

Afin d’étudier les conséquences de pertes de fonction partielle ou totale de Mab2112, j’ai utilisé
deux approches différentes. La premiere consiste en un knockdown par injection d’un
morpholino (oligonucléotide antisens de 25 bases), ciblant dans le cas présent le site d’initiation
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de la traduction de Mab2112, ce qui empéche la synthése protéique par encombrement stérique.
Les embryons injectes par le morpholino (ou MO) sont appelés des morphants par analogie
lexicale aux mutants. Cette méthode a pour avantage d’étre rapide et peu colteuse, ce qui
facilite les analyses préliminaires, cependant elle peut générer des résultats aspécifiques (Ekker
and Larson, 2001; Gerety and Wilkinson, 2011; Eve et al., 2017; Joris et al., 2017; Gentsch et
al., 2018), d’ou la nécessité d’une validation par une deuxiéme approche. La deuxiéme
approche que j’ai choisie a consisté a développer une lignée stable mutante par la technologie
du CRISPR/Cas9. Cette lignée, que j’appellerai par la suite mab21123%", présente une délétion
de huit nucléotides résultant en une protéine tronquée de 32 acides aminés (a.a.), différente de
la protéine sauvage sur les dix derniers acides aminés (la délétion ayant lieu aprés 1’a.a 23 ;
Figure 23). Etant donné la toute petite taille de la protéine mutante, mon mutant équivaut a un
mutant dit « nul » consécutif un knockout du gene mab2112. La mutation a ’origine de la lignée
mab211232" est 1étale a 1’état homozygote : en effet 100% des embryons sont morts a 11 jours
post-fécondation (dpf). L’obtention de maternels zygotiques est par conséquent impossible et
j’ai donc conservé cette lignée a 1’état hétérozygote (qui ne semble présenter aucun phenotype).
J’ai donc sélectionné les embryons et larves homozygotes par génotypage a chaque ponte issus
de deux parents hétérozygotes afin de les analyser. En outre, j’ai pu observer la concordance
des lois de Mendel, puisque j’ai obtenu environ 25% d’homozygotes pour chaque croisement.

A

Target DNA Expected cut sites
vy
5 ACAACGAAAGATGCCAGGCGCGCAAAGCGGCCATC ¥

cRNAAAGATGCCAGGCGCGCAAAGPAM

DNAWT: 5’- GCGCGCAAAGCGGCCATCGCCAAGACCATACGAGAGGTGTGTAAG -3’
Prot. WT: A R K A AI A K TI1 R E V CK
DNA Mutant: 5- GCGCGC --=--=-=---~ CATCGCCAAGACCATACGAGAGGTGTGTAA -3’
Prot. Mutante : A R HRQUDMHT R G V *
aan’: 22 23
wr e I
. 359 Mab21232"
. a ;

Mab211232" aa [l

132

Figure 23 : Création d une lignée mutante nulle mab2112

(A) Schéma du locus mab2112 avec le site cible de I’ARN guide et la séquence PAM du
CRISPR. (B) Séquences protéiques sauvage et mutante de Mab21l2. La lignée mutante
présente un codon stop a I’acide aminé 33 et des modifications sur les dix derniers acides
aminés. (C) schéma des protéines sauvage et mutante, la partie en rouge représentant la
différence de séquence. (D) Chromatogrammes montrant la délétion de huit nucléotides dans
la lianée mutante.
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3. La perte de fonction partielle ou totale induit la formation de
colobomes

Comme discuté précédemment, chez ’Homme, le géene MAB21L2 est responsable de
malformations oculaires dont des colobomes. Chez les morphants et les embryons mab211232*
homozygotes, j’ai également observé ce type de malformations (Figure 24) et ce, dés 24hpf.
C’est d’ailleurs par ce critére morphologique que je distingue les embryons homozygotes
mab211232" des embryons hétérozygotes ou sauvages dans la descendance de deux parents
hétérozygotes. Ces colobomes ou rétines béantes peuvent étre de gravités variables et affecter
les deux yeux de maniére différente, ce qui est similaire a ce que 1’on observe chez I’ Homme
et le poulet (Rainger et al., 2014; Deml et al., 2015; Horn et al., 2015; Sghari and Gunhaga,
2018). En dehors de ce phénotype, on peut noter également que tant les morphants que les
mutants sont de taille légérement inférieure a celle des sauvages, et que leur téte en particulier
est significativement plus petite. Outre les colobomes, les yeux des morphants et des mutants
homozygotes sont également plus petits que la normale : en effet, comparés aux embryons
sauvages, les yeux des morphants sont en moyenne deux fois plus petits et ceux des mutants

une fois et demie plus petits.

Mab21/2 Mab21/232"
morphants mutants

Controls

72hpf

Figure 24 : L’absence de mab2112 entraine la présence de colobomes

(A-F) Photographies des yeux de contrdles, morphants et mutants a 48hpf (panels du haut) et
72hpf (panels du bas). En B, C, E et F, les colobomes indiqués par une fleche noire sont
délimités par des pointillés blancs pour une meilleure visibilité.
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4. La perte de Mab2112 chez les morphants engendre une expansion
de Pax2 au détriment de Pax6

En raison des colobomes des mutants et des morphants, j’ai voulu tester si I’expression
de certains genes, dont les roles dans la fermeture de la fissure choroide avaient été établis dans
divers modeles, serait affectée suite a la perte de Mab2112. En particulier, ma directrice de these,
Jamilé¢ Hazan, avait, lors de travaux précédents, observé une augmentation de 1’expression de
pax2 dans les rétines des embryons morphants mab2112 (Figure 25A). J’ai donc débuté mon
analyse par I’examen de ’expression des génes pax2 et pax6 par hybridation in situ dans les
embryons morphants, sachant que des modifications de I’expression de ces deux genes sont
associées a I’apparition de colobomes (cf. Chapitre 1 1.1.a). Et j’ai pu confirmer que la perte
partielle de Mab2112 chez les morphants engendre a 24hpf une expansion de I’expression de
pax2.1 dans la partie ventrale de la rétine couplée a une diminution de 1’expression de pax6
(Figure 25B). Cette expérience suggere qu’il y aurait une expansion du pédoncule optique au
détriment de la rétine neurale chez les morphants, ce qui participe a expliquer le defaut de

fermeture de la fissure choroide et I’apparition de colobomes.

A Mab2112 | B
Mab2112
Controls morphants Controls morphants

-

Pax2

Figure 25 : La perte de Mab2112 modifie [’expression de facteurs de transcriptions

(A) Vues latérales d’hybridation in situavec une sonde pax2 d’embryons controle (& gauche) et
morphant (a droite) obtenus par J. Hazan dans son précédent laboratoire. (B) Vues latérales
d’hybridation in situ d’embryons contréles (a gauche) et morphants (& droite) au stade 24hpf que
j’ai obtenus et qui montrent I’expression de pax2.1 (panels du haut) et pax6 (panels du bas) dans
la rétine. Les fléches blanches indiquent ’expansion de pax2.1 dans la partie ventrale de la rétine
morphante et la fleche noire la diminution associée de ’expression de pax6.

5. La perte de fonction de Mab2112 entraine des défauts de trajectoire
axonale des RGCs

Afin d’étudier la formation du systéme visuel dans son ensemble, et en particulier la

croissance du nerf optique, j’ai utilisé la lignée transgénique Tg(ath5:GFP) qui exprime la GFP
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(i.e., protéine fluorescente verte) dans les RGCs et leurs axones. Pour mes expériences de perte
de fonction partielle (ou knockdown), j’ai directement injecté mon morpholino dans les
embryons de cette lignée tandis que pour étudier I’impact de ’absence de la protéine sur le
développement du nerf optique, j’ai au préalable croisé des poissons de cette lignée
transgénique avec ceux de ma lignée mutante mab2112%2* de fagon a obtenir des embryons
mutants ayant comme fond génétique Tg(ath5:GFP). De cette maniére, j’ai pu observer qu’a
48hpf, stade auquel les axones des RGCs controles sont sortis de la rétine et se sont déja croisés
au chiasma optique (indiqué par une fleche blanche sur la Figure 26A et D), tant les morphants
que les mutants présentent un grand nombre de défauts visibles sur ce fond génétique, comme
une réduction du nombre de RGCs causant une hypoplasie du nerf optique, mais également des
anomalies de la croissance axonale avec des défasciculations (pointées par des astérisques sur
la Figure 25 B-C et E-F) et, dans les cas les plus sévéres, une absence de chiasma. On peut
également remarquer que les morphants semblent légerement plus atteints que les mutants avec
60% d’entre eux présentant un phénotype tres sévere (absence totale de chiasma) contre 40%
des mutants (Figure 26G mais dans 1’ensemble, mutants comme morphants présentent les
mémes defauts, ce qui confirme la pertinence de mes observations et valide ces résultats. La
diminution du nombre de RGCs pourrait s’expliquer par (i) une augmentation importante de
leur mort cellulaire, (ii) une diminution de la prolifération de leurs précurseurs ou encore (iii)
par un defaut de differenciation/spécification des RPCs en RGCs. Mab21l2 serait donc
potentiellement important pour la formation des RGCs et la croissance axonal a 1’origine du
nerf optique.

A 72hpf, stade larvaire auquel la majorité des axones des RGCs a atteint le toit optique
ou tectum (i.e., leur cible finale dans le cerveau du téléoste), on observe que le phénotype sévéere
correspondant a une absence totale de chiasma n’est plus apparent que dans environ 10% des
morphants et des mutants, ce qui suggérerait que ces défauts sont corrigés au cours du temps.
Cependant, la vaste majorité des embryons présente toujours une hypoplasie du nerf optique et
des défauts de trajectoire axonale des RGCs. Ces données indiquent que le role de Mab2112
dans le développement du systéme visuel semble perdurer au cours des stades larvaires tardifs.
Il est aussi intéressant de noter que les mutants sont, une fois de plus, moins séverement atteints
que les morphants, attendu que 27% d’entre eux présentent un phénotype similaire aux
controles (Figure 26H). En plus de confirmer que certains de ces défauts, comme I’inexistence
du chiasma optique, peuvent étre corrigés dans le temps, mes résultats suggerent qu’il pourrait
y avoir également des phénomeénes de compensation génique chez le mutant, qui « prendraient

le relai » suite a I’absence de Mab2112 afin d’assurer un développement tout au moins minimal

Page | 79



Résultats et discussion : Mab2112 dans le systeme visuel

du nerf optique. Dans I’ensemble, 1’analyse morphologique des mutants et morphants a révélé
les mémes défauts entre ces deux populations d’embryons, et seules les proportions de chaque
anomalie varient de I'une a I’autre. Cette similitude entre perte de fonction partielle et totale
nous permet de confirmer le role clé de Mab2112 dans la formation du systéme visuel, et plus
précisément pour cette étape de la caractérisation dans le développement des RGCs et la

croissance axonale des trajectoires rétino-tectales, communément appelé le nerf optique.
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Figure 26 : La perte partielle ou totale de Mab21l2 engendre une croissance axonale anormale
des RGCs

(A-F) Vues ventrales d’embryons sur fond génétique Tg(ath5:GFP) exprimant la GFP dans les
RGCs a 48hpf (panels du haut) et 72hpf (panels du bas). (A,D) Les fleches blanches pointent le
chiasma optique. (B,C,E,F) Les astérisques montrent la défasciculation/ou erreurs de guidage
axonal du nerf optique. (G,H) Distribution des contrdles, morphants et mutants en fonction de
leur phénotype sauvage (WT pour wild type, bleu), et du moins sévére (hypoplasie du nerf
optique, vert) au trés sévere (absence de chiasma, rouge) a 48hpf (G) et 72hpf (H). * p<0.05, ***
p<0.001.
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6. La perte de Mab2112 entraine également des défauts de formation
des photorécepteurs

Afin d’étudier les conséquences de la diminution ou de la perte de Mab2112 sur une
autre population de cellules de la rétine, que sont les photorécepteurs, j’ai également réalisé des
expériences en immunohistochimie avec un marqueur spécifique de ces cellules chez le
poisson-zébre : I’anticorps ZPR1. A I’issue de ce marquage, j’ai pu observer, chez les contrdles,
deés 72hpf, la couche de photorécepteurs, composés d’un grand nombre de cellules réparties tout
autour de la rétine (Figure 27A) alors que je ne pouvais détecter que quelques rares spots
d’expression, de surcroit tres localisés, chez les morphants et mutants au méme stade larvaire
(Figure 27B et C ), ou le marquage couvre en moyenne une zone trois fois moins étendue que
chez les contrdles (Figure 27G). La perte de Mab2112 engendre donc une diminution drastique

du nombre de photorécepteurs a 72hpf.

Controls

Mab21/2 Mab21/232"
morphants mutants

72hpf

Sdpf

G H ns
? o Loy * ok K 2 *kk
‘q') o P
2 S I * sk ok g s
) Q 804 * ok K 8 R
o w | | © ©
5 £ 604 2o gl
o 2 S g
>a =Y
S8 404 v 8 40
° g G L
8 2 v 9
© O 209 %G5 204
€ < 2 <
o 2 c a
£ Z o S =
Q — Q0 o L] L} ’
o m Controls Mab2112 gy Mab21123>* & B Controls Mab21l2 gy Mab2112%2"
n=76 morphants mutants _ morphants mutants
n=43 n=48 n=45 n=31 n=56
Figure 27 : La déplétion de Mab21l2 entraine une baisse significative du nombre de
photorécepteurs

(A-F) Vues ventrales d’immunohistochimie sur embryons entiers a 72hpf (panels du haut) et
5dpf (panels du bas) marquant les photorécepteurs a I’aide de ’anticorps ZPR1 (pointés par des
fleches rouges en B). (C) Les pointillés délimitent 1’aire de I’ceil. (G,H) Quantifications du
pourcentage de photorécepteurs recouvrant la surface de I’ceil a 72hpf (G) et S5dpf (H). ***
p<0.001 ; ns, non significatif.
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Cette diminution des photorécepteurs pourrait s’expliquer par plusieurs mécanismes :
(i) elle serait la conséquence d’une augmentation majeure de I’apoptose ; (i) Mab21I2 aurait
un role direct dans la différenciation de ces cellules, (iii) sa perte engendrerait un défaut précoce
de prolifération des RPCs qui affecterait le nombre de photorécepteurs comme celui de RGCs
ou encore (iv) leur diminution pourrait étre le résultat d’une mauvaise lamination de la rétine.
En effet, dans la mesure ou les photorécepteurs sont les derniers neurones de la rétine a se
différencier, un positionnement incorrect des autres cellules de la rétine et/ou de leurs
précurseurs pourrait perturber leur spécification. Cependant, a 5dpf, stade auquel les cellules
de la rétine sont toutes différenciées et fonctionnelles, les mutants présentent une répartition
quasi normale des photorécepteurs sur des yeux certes plus petits, mais dont la rétine est
couverte sur presque toute sa surface de cellules photoréceptrices, a ’instar de ce que 'on
observe chez les larves contréles (Figure 27D et F). Ce n’est pas le cas des morphants qui, bien
qu’ayant une proportion plus importante de photorécepteurs qu’aux stades plus précoces,
présentent toujours une diminution significative du nombre global de ces cellules (Figure 27E
et H). On peut ici se demander si les morphants ne présentent pas un retard de développement,
assez classique pour les expériences de knockdown, comme le suggére la comparaison entre les
photos d’une larve controle a 72hpf et d’un morphant a 5dpf (Figure 27A et E). Ainsi, a
nouveau, mes résultats semblent indiquer que les mutants sont moins affectés par la perte totale
de Mab2112 que ne le sont les morphants par une perte partielle, et qu’ils ont globalement une
meilleure capacité d’adaptation ou de restauration d’un phénotype normal puisque certaines
anomalies sont compensées ou ne sont plus apparentes a des stades plus tardifs du
développement. Cette diminution du nombre de photorécepteurs, m’a par la suite poussée a

examiner la lamination des rétines morphantes et mutantes.

7. L’absence ou la diminution de Mab21I2 provoque des problémes de
lamination de la rétine
Afin de visualiser la lamination des rétines des larves contréles, morphantes et mutantes,
j’ai réalisé des sections de téte marquées avec différents anticorps sur un fond génétique
Tg(ath5:GFP) a différents stades du développement. A 3dpf, en plus de confirmer la diminution
de la taille de I’ceil et la baisse drastique du nombre de photorécepteurs, j’ai également pu
observer des anomalies de lamination de la rétine avec la présence de RGCs dans I'INL des
morphants et des mutants, ce qui est tout a fait anormal a ce stade du développement (Figure
28B et C). Cette lamination serait semblable a celle observée chez des contrbles a des stades

plus précoces, suggérant a nouveau un retard de développement chez les morphants comme
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chez les mutants, bien que ceux-ci aient été datés sur des criteres morphologiques et non sur
des critéres temporels. On remarque de plus que chez les mutants, ce défaut de lamination est
également confirmé par la présence anormale de photorécepteurs dans la GCL (indiqués par

’astérisque sur la Figure 28C”).

Mab2112 Mab21/232"
Morphants mutants

Controls

_________

Figure 28 : Impact de la diminution ou de I’absence de Mab2112 sur la lamination de la rétine
(A-1) Coupes transversales de tétes de larves contréles (colonne de gauche), morphantes
(colonne du milieu) et mutantes (colonne de droite) sur fond Tg(ath5:GFP) a 3dpf (A-C), 4dpf
(D-F) et 5dpf (G-I). Les RGCs sont marqués en vert (i.e., GFP), les photorécepteurs en rouge
(i.e., anticorps ZPR1) et les noyaux cellulaires en bleu (i.e., DAPI). Les inserts A’-I’ sont des
plus forts grossissements des régions en pointillé dans les panels A-l respectivement. Les
fleches blanches pointent la présence anormale de RGCs dans la couche interne de la rétine
tandis que les astérisques indiquent la présence anormale de photorécepteurs dans la couche
ganglionnaire de la rétine.
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A 4dpf, les mutants présentent cette fois un nombre « correct » de photorécepteurs dans
I’ONL au contraire des morphants dont les trop rares spots de cellules photoréceptrices
perdurent a ce stade (Figure 28E et F). Il semblerait donc que la restauration du nombre de
photorécepteurs décrite précédemment (cf. 1.6) surviendrait entre 3dpf et 4dpf et que leur
diminution plus précoce serait probablement due a un retard de développement. Cependant,
bien que le nombre de photorécepteurs semble « corrigé » a ce stade chez les mutants, la
lamination de la rétine demeure anormale chez eux comme chez les morphants avec, a nouveau,
la présence de RGCs dans I’'INL et de photorécepteurs dans la GCL des mutants (Figure 28E'
et F”). Cette lamination incorrecte est par ailleurs toujours observable a 5dpf (Figure 28H” et
I’), ce qui tendrait & montrer que ces défauts de lamination sont définitifs et irréversibles,
contrairement a ceux liés au développement des photorécepteurs chez les mutants (entre 3dpf
et 4dpf). Le positionnement anormal de ces cellules (RGCs et photorécepteurs) pourraient
s’expliquer de deux maniéres : (i) les progéniteurs auraient migré anormalement pour se
retrouver dans la mauvaise couche de la rétine ou (ii) le processus méme de différenciation de
ces cellules ne serait pas passé correctement. Etant donné les précédents travaux impliquant
Mab21I2 dans la détermination du destin cellulaire (Baird et al., 1991; Sghari and Gunhaga,
2018), cette deuxiéme hypothese serait la plus probable.

Une autre observation m’a permis de favoriser 1’hypothése d’un défaut de
différenciation. En effet, ’analyse des effets de la perte de Mab2112 sur fond génétique
Tg(Isletl:GFP), dont I’expression dans le rhombencéphale conduit a une étude détaillée du
développement de cette structure (cf. Chapitre 3 Il), a révéle la présence anormale de cellules
qui exprimaient la GFP (et donc positives pour le marqueur Isletl) au stade 72hpf dans les
rétines mutantes au niveau de la GCL et débordant dans certains cas sur I’INL (Figure 29). Les
rétines contréles et morphantes ne présentent jamais des cellules positives pour ce marqueur
dans la rétine a ce stade tardif. Apres une analyse plus approfondie a différents stades du
développement, il semblerait que ces cellules apparaissent peu avant 60hpf et se maintiennent
par la suite. De maniére intéressante, Isletl est bien exprimé dans la rétine en condition
physiologique et s’avérerait d’ailleurs étre un facteur requis pour la différenciation des RGCs,
ACs, BCs et HCs (voir pour revue Bejarano-Escobar et al., 2015). Toutefois, la lignée
transgénique Tg(isletl:GFP) ne permet normalement pas d’observer cette expression
transitoire, ce qui est le cas tant chez les sauvages que chez les morphants. Est-il donc
envisageable que I’expression d’lsletl soit modifiée (i.e., plus forte ou perdurant plus
longtemps) chez les mutants de maniere a permettre sa visualisation ? Son stade d’apparition

concorde avec celui de la spécification des ACs et HCs, mais est-il possible que la mutation
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mab2112%2" induise la différenciation anormale de ces cellules Toutefois, le fait que ces
positionnements ectopiques ne soient pas détectés chez les morphants demeure une source de
questionnements. De manicre générale, la perte de Mab2112, qu’elle soit transitoire et partielle
(par knockdown) ou permanente et totale (mutation), perturbe la lamination de la rétine et au vu
du role des orthologues de Mab2112 dans d’autres espéces, potentiellement via des défauts de

différenciation.

Mab2112 Mab21[23%"
morphants mutants

Controls

Figure 29 : Expression d’Islet] dans les rétines de larves controles, morphantes et
mutantes

Vues ventrales d’yeux d’embryons contrdle (panel de gauche), morphant (panel du
milieu) et mutant (panel de droite) au stade 72hpf sur fond génétique Tg(isletl:GFP).
La fleche blanche indique les cellules exprimant Isletl dans la rétine mutante.

8. Conséquence de la perte de Mab2112 sur la mort cellulaire
a) L’apoptose est augmentée uniquement chez les morphants

Dans le but d’étudier si la diminution du nombre de RGCs ou de photorécepteurs des
embryons mutants et morphants est due a une augmentation de I’apoptose, j’ai utilis¢ I’anticorps
anti-caspase 3 activée, qui marque les cellules apoptotiques, dans des expériences
d’immunomarquage sur embryons entiers. J’ai ainsi observé une trés forte augmentation du
nombre de cellules en apoptose dans I’ceil mais aussi plus globalement dans toute la téte chez
les embryons morphants, et ce, tant a 48hpf que plus tardivement (Figure 30 Cependant, cette
augmentation de ’apoptose n’apparait pas chez les mutants, qui présentent un nombre similaire
de cellules apoptotiques que celui des contrdles. L’apoptose induite via le facteur de

transcription p53 étant 1'un des premiers effets hors-cibles (pour off-target) de I’injection de
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morpholinos (Robu et al., 2007), je me suis demandé si cette augmentation siginificative de

I’apoptose était ou non spécifique de la perte de mab2112.
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Figure 30 : La perte de mab2112 impacte difféerement les morphants et les mutants quant a
[’apoptose induite

(A-F) Vues ventrales de larves contréles, morphantes et mutantes sur fond Tg(ath5:GFP) a
48hpf (panels du haut) et 72hpf (panels du bas). Les RGCs sont marqués en vert (i.e., GFP) et
les cellules apoptiques en rouge (i.e., anticorps anti-caspase 3 activée). (G-H) Quantifications
du nombre de cellules apoptiques a 48hpf (G) et 72hpf (H). *** p<0.001 ; ns, non significatif.

b) L’augmentation de I’apoptose chez les morphants est bien significative
mais plus faible que prévu...

Afin de tester la spécifité de ’augmentation de 1’apoptose chez les morphants, j’ai co-
injecté un morpholino dirigé contre p53 avec mon morpholino contre mab2112, ce qui est
recommandé par la communauté pour supprimer 1’apoptose générée de fagcon non spécifique

par I’injection de MOs. Suite a cette co-injection, j’ai pu observer une baisse de I’apoptose chez
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les morphants co-injectés comparés aux simples morphants injectés avec le MO mab2112, ce
qui confirme I’existence d’apoptose aspécifique liée a 1’expérience de knockdown per se.
Cependant, chez ces morphants co-injectés par les deux MOs, la quantité de cellules
apoptotiques reste significativement supérieure a celle des contréles (Figure 31). Le knockdown
de Mab2112 entraine donc bien une légeére augmentation de I’apoptose au niveau de la rétine,
ce qui n’est pas observé chez les mutants. Il est toutefois possible que des phénomenes de
compensation aient lieu chez les mutants, dont une des conséquences serait de limiter
I’apoptose. Cependant, cette faible augmentation de I’apoptose ne peut expliquer a elle seule la
diminution drastique du nombre de RGCs, ni celle des photorécepteurs. 1l est donc probable
que d’autres mécanismes pathogéniques soient a I’origine de ces défauts. C’est pourquoi, afin
de découvrir les mécanismes moléculaires sous-tendant les phénotypes observés lors de la perte
de Mab2112, nous avons réalisé une analyse transcriptomigque comparative des rétines contréles,
morphantes et mutantes. Cette étude avait pour but de définir les voies de signalisation
impactées par la perte de Mab21I2 et de pouvoir ainsi mieux cerner la fonction cellulaire de
Mab2112.

Mab21/2 Mab21/2 & P53
morphants morphants

Controls

48hpf

Nb of apoptotic cells at 48hpf

W Controls @ Mab21i2 _ Mab21i2 +
n=52 MO P53 MO
n=37 n=18
Figure 31 : L augmentation de [’apoptose chez les morphants reste significative méme apres
supression de celle induite par p53
(A-C) Vue ventrales d’embryons contréles (A), morphants mab2112 (B) et double morphants
mab2112/p53 (C) a 48hpf sur fond Tg(ath5:GFP). Les RGCs sont marquées en vert (GFP) et les
cellules apoptotiques en rouge (immuno marquage par l’anti caspase 3 activée). (D)
Quantification du nombre de cellules apoptotiques a 448hpf. *p<0.05, *** p<0.001.
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9. Analyse comparative transcriptomique

L’analyse transcriptomique que nous avons realisée était destinée a couvrir plusieurs
questions et en premier lieu 1’identification de génes cibles activés ou inhibés lors de la perte
totale (mutant) ou partielle (morphants) de Mab2112. L exercice consistait donc a rechercher
des génes régulés positivement ou négativement en commun chez les mutants et les morphants.
En outre, et a 'instar de la premicre étude ayant démontré un phénomeéne de compensation
génique chez les mutants « nuls » en comparaison des morphants (Rossi et al., 2015), nous
avons cherché a savoir s’il existait des génes dont I’expression était fortement enrichie ou au
contraire significativement amoindrie entre morphants et mutants de maniere a pouvoir
expliquer les éventuelles différences de sévérité d’atteinte ainsi que les phénotypes spécifiques
des morphants jamais observés chez les mutants.

Dans ce but, nous avons donc entrepris six comparaisons différentes a partir des =~ SM
de séquences produites par échantillon a Genoscope (Evry) : (i) les mutants versus les contrdles,
(ii) les morphants vs les contrdles et (iii) les mutants vs les morphants, et ce, a deux stades du
développement plus ou moins précoces et englobant différentes structures de I’embryon (la téte
incluant le rhombencéphale a 10 somites et la rétine a 25hpf). L’analyse initiale des séquences
et I’assemblage des reads (i.e., séquences) sur la derniére version du genome annoté du poisson-
zebre (Ensembl, Sanger Centre, Cambridge, UK) a été effectuée par la societé Genosplice
(Paris) avec les parameétres que nous avions convenus ensemble. Cette méta-analyse a produit
six tableaux de genes sur- ou sous-exprimés dans une condition par rapport a ’autre avec
comme valeur de rapport d’expression 1,5 et une probabilité de confiance (Pvalue) bornée a <
0,05.

Les résultats quantitatifs obtenus quant au nombre de génes différentiellement exprimés
entre deux conditions furent les suivants : a 10 somites, on observe 249 genes sur- ou sous-
exprimés entre embryons mutants et controles, 1328 génes sur- ou Sous-exprimés entre
morphants et contréles, et 1586 genes sur- ou sous-exprimes entre mutants et morphants ; les
rétines a 25hpf présentent quant a elles 1336 genes sur- ou sous-exprimeés entre mutants et
contréles, 814 génes sur- ou sous-exprimes entre morphants et contréles, et 2376 genes sur- ou
sous-exprimés entre mutants et morphants. De maniere intéressante, certaines processus
cellulaires et grandes voies de signalisation sont plus particulierement représentés en terme de
nombre de génes : par exemple les génes codant des protéines impliquées dans (i) le cycle
cellulaire (a 10 somites : 27 différentiellement exprimés, dont 9 activés et 18 réprimés entre les

embryons morphants et controles et 26 génes dont 17 activés et 9 réprimés entre mutants et
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morphants), ou dans (ii) la maturation des protéines au sein du réticulum endoplasmique (9
génes différentiellement exprimés, dont 7 activés et 2 réprimés entre les embryons mutants et
contrdles a 10 somites), incluant la maturation de récepteurs des grandes voies de signalisation
essentielles au développement des structures concernées (ceil et cerveau postérieur) ; OU en ce
qui concerne les voies moléculaires, les protéines de (iii) la signalisation Wnt (17 génes
différentiellement exprimés, dont 11 activés et 6 reprimés entre les rétines mutantes et contréles
a 25hpf) et (iv) Notch dont 1/5°™ des génes de cette voie sont activés dans les rétines mutantes
vs les rétines morphantes a 25hpf, ou encore les protéines associées a la (v) signalisation p53
(et a I’apoptose) a 10 somites comme a 25hpf, dont nombre d’entre elles sont surexprimées
chez les morphants en comparaison des contrdles et des mutants, ce qui est consistent avec mes

résultats d’immunomarquage et de knockdown de p53 sur les rétines morphantes.

Dans le but de nous focaliser sur ce qui nous semblait le plus intéressant dans cette
multitude de données prometteuses, et apres discussion avec des collaborateurs de 1’équipe qui
avaient analysé des quantités de données issues d’analyses transcriptomiques comparables,
nous avons choisi de cibler les génes dont la différence d’expression correspondait a un rapport
supérieur ou €gal a 5 fois plus ou moins exprimé dans une condition par rapport a I’autre. En
outre, pour la suite du projet concernant la partie « ceil », nous n’avons retenu que des transcrits
différentiellement exprimés presents dans les deux analyses comparatives « morphants et
mutants » versus contrdles, alors que pour le projet rhombencéphale (décrit plus loin) nous
avons recherché les génes sur- ou sous-exprimes entre mutants et morphants afin de justifier les
différences de sévérité d’atteinte entre ces deux populations d’embryons déplétés plus ou moins
pour Mab2112.

Enfin nous nous sommes attachées a définir le role de Mab2112 dans certains processus
cellulaires ou mécanismes moléculaires clés dans le développement de la rétine, comme par
exemple 1’équilibre entre prolifération des RPCs et différenciation. Dans ce cadre, le premier
gene que nous allons valider par q°PCR mais également par hybridation in situ sera vsx2 qui
apparait réprimé tant chez les embryons mutants (ratio de 23,5) que chez les morphants (ratio
de 14,6) comparés aux contrdles a 10 somites. Ce géne est toujours réprimé mais de facon
moindre entre mutants/morphants (ratio tournant autour de 5) et contréles a 25hpf. Dans la
mesure ou le role de Vsx2 dans la régulation du cycle cellulaire des RPCs via la cyclinD1 a été
établi (Wong et al., 2015) et attendu que des mutations dans son orthologue humain sont

responsables de MACs (Ferda Percin et al., 2000; Bar-Yosef et al., 2004), il nous semble un
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candidat trés prometteur pour adresser la question du role de Mab2112 dans la sortie du cycle
cellulaire des RPCs et ’entrée dans un processus de différenciation.

D’autres genes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire au niveau de la rétine
embryonnaire seront également étudiés : ce sera le cas notamment des génes nubl, également
réprimé a 10 somites chez les mutants comme chez les morphants (ratio de 9,8 pour les deux
cas) par rapport aux controles, et du gene gas2a dont I’expression est quant a elle activée chez
les mutants (ratio de 13,3) et les morphants (ratio de 12,5) comparés aux controles a 10 somites.
Brievement, Nubl (pour NEDDS8 Ultimate buster 1) est un régulateur du cycle cellulaire qui
agit indirectement sur la CyclinD1 dont le role dans 1’équilibre prolifération/différenciation des
RPCs a ¢té discuté dans I’introduction, et qui interagit avec la protéine AIPL1 altérée dans une
maladie neurodégénérative de la rétine, I’amaurose congénitale de Leber (Akey et al., 2002).
Gas2 est elle aussi une protéine impliquée dans la sortie du cycle cellulaire mais par son
interaction direct avec le cytosquelette d’actine (Brancolini et al., 1992; H. Lee et al., 1999;
Zhang et al., 2011).

Enfin, d’autres protéines, comme le facteur de transcription Engrailed 2 dont le rdle dans
le développement de la rétine et en particulier dans le guidage axonal des RGCs, a été démontré
chez la souris (Brunet et al., 2005; Zhang et al., 2019) présentent des différences d’expression
significatives entre les morphants/mutants et les contréles. Quant aux voies moléculaires
impliguées dans la mise en place du systeme visuel, ce sont les voies Wnt et Fgf qui sont a
I’honneur de ce crible avec I’identification de leur antagoniste Shisa4 qui agit via la maturation
post-traductionnelle de leurs nombreux récepteurs dans le réticulum endoplasmique (Katoh and
Katoh, 2005; Yamamoto et al., 2005; Furushima et al., 2007; Hedge and Mason, 2008) et se
trouve fort réprimé chez les morphants et de facon moindre chez les mutants mab21I2 en
comparaison des sauvages dans notre crible. Il est a noter qu’un autre régulateur de la
signalisation Fgf, impliquée dans le développement de I’eil comme dans celle du
rhombencéphale, la protéine Canopy4 (Hirate and Okamoto, 2006) est également sous-
exprimée de I’ordre de 600 fois, cette fois entre les embryons mutants et les morphants, ce qui
fait d’elle un candidat a examiner pour expliquer les différences de sévérité entre la perte

partielle et totale de Mab2112.
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II. RO6le de Mab21ll2 dans le développement du
rhombencéphale

En paralléle de ces travaux sur le systéme visuel, j’ai également étudié¢ 1’impact de la
perte de Mab2112 sur le développement du rhombencéphale et des nerfs craniens. En effet, lors
de travaux antérieurs & mon arrivée, ma directrice de these, Jamilé Hazan, avait observé des
défauts séveres du rhombencéphale suite a I’injection de morpholino dirigé contre mab2112.
Ces défauts consistaient en une séveére perturbation de I’organisation métamérique du
rhombencéphale couplée a des anomalies du ganglion trijumeau (Figure 32). Lors de ma these,
j’ai donc tenté de reproduire ses premiers résultats par injection de morpholino et ai poussé
I’analyse de cette structure en observant le rhombencéphale dans ma lignée mutante.
Cependant, avant de présenter mes résultats, nous allons tout d’abord revenir sur les notions de

base du développement du rhombencéphale et des nerfs craniens.

L2 MO

Figure 32 : Perturbation du rhombencéphale suite au knockdown de mab2112

(A-D) Photos d’expériences d’immunohistochimie réalisées a 1’aide d’un anticorps contre la
Tubuline a-acétylée chez des controles (WT, panels de gauche) et des morphants mab2112 (L2
MO, panels de droite). A 24 hpf, on observe une désorganisation du rhombencéphale (B, fleche
blanche) et un ganglion trijumeau anormal (D, fleche blanche) chez les morphants comparés
aux contréles (A,C). (A,B) vues dorsales; (C,D) Vues latérales, antérieur a gauche.

1. Développement du rhombencephale

Le rhombencéphale, ou cerveau postérieur, est formé de la moelle allongée (médulla
oblongata) dans la partie postérieure, et du pont et du cervelet dans la partie antérieure (Figure

33A), ces deux derniers formant le tronc cérébral. Le rhombencéphale contréle de nombreux
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processus physiologiques tels que I’activité motrice, la respiration, le sommeil et bien d’autres
encore et sert également d’organe de communication entre le cerveau antérieur et la moelle
épinicre. Il est organisé en sept a huit régions segmentées que I’on nomme des rhombomeres,
chaque rhombomere (r) ayant une identité propre avec une expression génique spécifique. On
retrouve cette organisation métamérique chez de nombreuses especes avec le r1 (rhombomére
1) en position rostrale, formant la frontiére entre le mésencéphale et le rhombencéphale (MHB
pour Midbrain-Hindbrain Boundary) et r7/8 en position caudale constituant la frontiére avec la
moelle épiniére (Figure 33B) (Lumsden and Keynes, 1989; Murphy et al., 1989; Gill and Baker,
1993). Le rhombencéphale contient également huit des douze paires de nerfs craniens, du nerf
V au nerf XII (noté n suivi d’un chiffre latin sur la Figure 33C).

C

Figure 33 : Organisation du rhombencéphale

(A) Cerveau de poisson-zébre, vue latérale (panel du haut) et dorsale (panel du bas), antérieur
a gauche. Tel, télencéphale ; Di, diencéphale ; Tec, tectum ; Cer, cervelet ; Vag, lobe vagal ;
Med, medulla oblongata ; sp, moelle épiniére. Les chiffres en latin correspondent au
positionnement des nerfs craniens selon 1’axe antéro-postérieur. Adapté de Hurtado-Parrado,
2010. (B) Organisation métamérique du rhombencéphale du poisson-zébre. MHB, Midbrain-
Hindbrain Boundary ; r, rhombomeére. Vue latérale, antérieur a gauche. Adapté de Kiecker et
Lumsden, 2005. (C) Ligneée transgénique Tg(isletl:GFP) montrant la disposition des nerfs (n)
issus des neurones branchiomoteurs selon les rhombomeres (r). Vue dorsale, antérieur en haut.
Adapté de Moens et Prince, 2002.

a) Segmentation du rhombencéphale

Chez le poisson-zebre, la segmentation du rhombencéphale est visible dés le stade 26
somites par ’apparition de renflements au niveau de la vésicule otique (Hanneman et al., 1988).

Ces renflements, qui vont constituer les futurs rhombomeéres, commencent a former des
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« barriéres » entre eux afin d’acquérir une identité propre a chacun (Moens et al., 1998).
Contrairement a ce que I’on attendait et qui a été observé sur d’autres structures comme la
formation des somites et des nerfs moteurs spinaux, la mise en place de frontieres entre chaque
rhombomeére ne se produit pas graduellement de 1’antérieur vers le postérieur, mais plutot de
maniére désordonnée. Ainsi, le rhombomére 4 est le premier a s’individualiser avec la
formation des frontiéres r3/r4 puis r4/r5. S’ensuivent la formation des frontiéres r1/r2, 1r2/r3,
ré/r7 et pour finir r5/r6. Le fait que r4 apparaisse en premier pourrait refléter son importance et
surtout sa spécificité tandis que I’apparition tardive de la frontiere entre r5 et r6 suggere une
origine cellulaire commune. Les cellules comprises dans le rhombomére 1 participeront par la
suite a la formation du cervelet avec les cellules de la MHB ou isthme (Zinyk et al., 1998).
L’organisation du rhombencéphale est €également régie par une périodicité s’étalant sur deux
segments, chaque paire de rhombomeres étant a ’origine d’un nerf cranien moteur (r2/r3 pour
le trijumeau, r4/r5 pour le facial, r6/r7 pour le glossopharyngien). En effet, les axones des
branchiomotoneurones sortent dans la péripherie pour innerver leurs cibles dans les arcs
branchiaux via les rhombomeres pairs tandis que la différenciation est retardee dans les
rhombomeres impairs. De plus, les rhombomeres pairs, comme les rhomboméres impairs
présentent entre eux des caractéristiques communes, dont des cellules adhésives de propriétés
différentes entre les pairs et les impairs (Lumsden and Keynes, 1989; Guthrie and Lumsden,
1991; Lumsden et al., 1991; Guthrie et al., 1993; Schilling and Kimmel, 1994; Bally-Cuif et
al., 1998).

(i) Formation des frontiéres inter-rhombomeériques

La formation des frontieres entre deux rhombomeres est régie par I’interaction des
éphrines et de leurs récepteurs Eph. En particulier, le récepteur EphA4 est exprimé dans les
rhombomeres 1, 4 et 7 et interagit avec le ligand ephrinb3b exprimé dans les rhombomeres 2,
4 et 6. De méme, EphB2a présent dans rl, r4 et r7 interagit avec ephrinb4a présent dans r5 et
ré (Xu et al.,, 1995; Xu and Wilkinson, 1997; Chan et al., 2001; Cooke et al., 2001). Ces
interactions sont nécessaires au tri des cellules de part et d’autre d’une frontiére et de ce fait a
la mise en place de frontieres nettes et distinctes (Xu et al., 1995, 1999; Cooke et al., 2005).
L’établissement des fronticres est réalis¢ grace aux propriétés d’adhérence des cellules
constituant deux rhombomeéres voisins. Lorsque les cellules entrent en contact via les éphrines
et leurs récepteurs, on observe un clivage de la protéine E-cadhérine (une molécule majeure de
I’adhérence cellulaire), qui induit une baisse de 1’adhérence et une augmentation de la

ségrégation cellulaire (Solanas et al., 2011). Les éphrines peuvent également promouvoir
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I’adhérence cellulaire entre des neurones d’'un méme rhombomeére lorsque leur signalisation
associée est faible ou qu’elles se lient a des récepteurs tronqués (Holmberg et al., 2000). A
I’opposé, les éphrines B peuvent promouvoir une répulsion bidirectionnelle au niveau de la
frontiere entre rhombomeres (Mellitzer et al., 1999; Rohani et al., 2011), c’est-a-dire qu’au
niveau de la zone de contact entre éphrines et récepteurs, les cellules stopperaient leur migration
et réorienteraient leur trajectoire dans le sens inverse. C’est ce phénomeéne de répulsion, plus
que celui d’adhérence, qui jouerait un role clé dans la formation des frontiéres inter-
rhombomériques (Rohani et al., 2011). Une fois les frontieres délimitées, apparaissent des
cables d’actomyosine qui viennent les renforcer et les maintenir dans la durée. Ces cébles se
formeraient par un mécanisme impliquant EphA4 (Calzolari et al., 2014; Cayuso et al., 2019).
La migration cellulaire joue donc un r6le nécessaire mais non suffisant dans I’établissement de
ces frontieres. En effet, d’autres mécanismes, impliquant la plasticité cellulaire et I’acquisition

d’une identité propre a chaque rhombomere rentrent €également en jeu.

(if) Génes Hox : structure de la segmentation

Les génes Hox codent des facteurs de transcription exprimés le long de 1’axe antéro-
postérieur des vertébrés qui participent a la mise en place de I’identité positionnelle (Duboule
and Dollé, 1989; Carroll, 1995; Lumsden and Krumlauf, 1996). Il existe 39 génes Hox
regroupés en 13 groupes paralogues (noté PG pour paralogous group, suivi du numéro de
groupe), dont 4 groupes sont exprimés dans le rhombencéphale, les groupes PG-1 a PG-4
(Figure 34). Le groupe PG-1 qui comprend les génes Hoxblb (équivalent a Hoxal chez la
souris), Hoxbla (équivalent a Hoxb1 chez la souris) et Hoxd1 s’est avéré trés important pour la
spécification précoce du rhombencéphale, attendu qu’il constitue le premier groupe de génes a
étre exprimé dans le rhombencéphale présomptif dés la gastrulation (Wilkinson et al., 1989a;
Frohman et al., 1990; Sundin et al., 1990; Murphy and Hill, 1991; Frohman and Martin, 1992;
Godsave et al., 1994; Kolm et al., 1997). Hoxbla en particulier est exprimé uniquement dans
le r4 (Figure 34 et Figure 35), et est considéré comme un geéne régulateur majeur de 1’identité
de r4 et des projections axonales constituant le nerf facial. Chez la souris, quand Hoxal ou
Hoxbl sont déplétés, le territoire de r4 est réduit au profit de celui de r3. Lors de la déplétion
de Hoxal chez la souris, les nerfs faciaux et glossopharyngiens sont affectés et r5 est absent de
I’organisation métamérique du rhombencéphale (Lufkin et al., 1991; Chisaka et al., 1992;
Carpenter et al., 1993; Dollé et al., 1993; Mark et al., 1993; Goddard et al., 1996; Studer et al.,
1996). Chez le poisson-zébre, on observe les mémes conséquences a la suite de la déplétion de

Hoxblb (McClintock et al., 2002). Lorsque les deux facteurs de transcription Hoxbla et

Page | 94



Résultats et discussion - Mab2112 dans le rhombencéphale

Hoxblb sont déplétés ensemble, on observe des conséquences plus séveres : ainsi r4 et r5 ne
sont pas spécifiés correctement, voire sont absents (Gavalas et al., 1998; Studer et al., 1998;
Rossel and Capecchi, 1999; McClintock et al., 2002). En outre, le phénotype est encore plus
sévere lorsque les trois genes composant le PG-1 sont mutés. Dans le cas du triple mutant, les
rhombomeéres 2 a 7 sont absents et I’on observe un unique rl plus large et une absence de
segmentation (McNulty et al., 2005). Ce résultat s’explique par le fait que PG-1 est nécessaire
a I’'induction de ’expression des autres groupes de géne Hox (Dibner et al., 2004; McNulty et
al., 2005).

Le second groupe de paralogues englobe les génes Hoxa2 et Hoxb2. Hoxa2 est exprimé
le plus antérieurement, dés la frontiére r1/r2, et de facon plus marquée dans les rhombomeres 2
a 5 (Prince and Lumsden, 1994) tandis que I’expression de Hoxb2 est plus intense dans les
rhombomeéres 3 a 5. La mutation de Hoxal entraine un changement d’identité du rhombomere
2 qui acquiert I’identité du rhombomere 1 (Ren et al., 2002; Oury et al., 2006) alors que la perte
de Hoxb2 affecte la formation des nerfs de r4 de facon similaire aux défauts associés a I’absence
de Hoxbl (Barrow and Capecchi, 1996). De plus, la mutation de Hoxb2 provoque une réduction
de I’expression de Hoxb4 (PG-4, dont les paralogues sont exprimés dans la partie postérieure
du rhombencephale) ; or ces deux genes sont responsables ensemble de la fermeture de la paroi
ventrale (Barrow and Capecchi, 1996). Lorsque tout le PG-2 est delété, les frontieres r2/r3 et
r3/r4 disparaissent mais la segmentation du rhombencéphale reste globalement présente
(Davenne et al., 1999).
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Figure 34 : Expression des genes Hox dans les rhombencéphales murin et téléoste

Les différents patrons d’expression des génes Hox dans le rhombencéphale de la souris (en
bas) et du poisson-zebre (en haut) sont ici schématisés. Antérieur a gauche. Adapté de Ghosh
et Sagerstrom, 2018.

PG-3, quant a lui, comprend Hoxa3, Hoxb3 et Hoxd3. L’absence de ce groupe de
paralogues affecte les rhombomeres 5 et 6, avec r6 adoptant une identité de type r4, comme en
témoigne 1’expression de Hoxbl dans ce rhombomére caudal (Gaufo et al., 2003). Il a
également été montré que le facteur de transcription Hoxb3 régule négativement 1’expression
de Hoxb1 afin de maintenir ce dernier dans r4 (Wong et al., 2011). Enfin, bien qu’exprimé dans
les thombomeres caudaux, ’absence de PG-4 n’entraine pas de défaut de développement du
cerveau postérieur (Horan et al., 1995). Les génes Hox codent donc des facteurs essentiels a
l’acquisition de I’identité segmentaire du rhombencéphale avec I'un d’entre eux, Hoxbl
(Hoxblb chez le poisson-zebre) qui occupe une position particuliere en tant que marqueur
spécifique du r4.

(iii) Les cofacteurs des Hox : les Meis et Pbx

En plus de leur importance intrinséque, les facteurs de transcription Hox sont régulés

par des cofacteurs de la classe des protéines @ homéodomaine TALE (pour Three Amino-acid
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Loop Extension) qui inclut les protéines Meis (1-3), Prep et Pbx (1-4). Les Pbx et Meis sont
exprimées trés précocément, des la gastrulation, et sont nécessaires a 1’expression des génes
Hox PG-1 (Popperl et al., 2000; Dibner et al., 2001; Waskiewicz et al., 2001; Elkouby et al.,
2010). Plus tard au cours du développement, les Hox, Meis et Pbx peuvent se lier entre eux (par
formation de dimeéres ou trimeres) et s’autoréguler mutuellement. Les protéines Meis sont
cruciales pour le développement du rhombencéphale et leur absence entraine la disparition de
certaines régions du rhombencéphale et conjointement de I’expression de marqueurs
specifiques dont les Hox PG-1 (Choe et al., 2002; Maeda et al., 2002; Elkouby et al., 2010).
Meisl et 2 sont exprimés plus antérieurement que Meis 3 et sont communs a de nombreuses
espéces (souris, poisson, xénope, poulet...)(Oulad-Abdelghani et al., 1997; Maeda et al., 2001;
Zerucha and Prince, 2001; Bumsted-O’Brien et al., 2007). Meis3 est exprimé a la fin de la
gastrulation puis dans les rhombomeéres 2 et 4 (Salzberg et al., 1999; Dibner et al., 2001;
Vlachakis et al., 2001; Waskiewicz et al., 2001). Sa surexpression entraine l’apparition
ectopique de rhombencéphale aux dépens du cerveau antérieur (Gutkovich et al., 2010) alors
que des expériences de knockdown ont montré qu’il participe avec Hoxblb a I’induction de
Hoxbla et de Krox20 (deux marqueurs clés de r3 et r5 ; Vlachakis et al., 2001). Chez le xénope,
il a également été montré que Meis3 participe a I’organisation du rhombencéphale via son géne
cible Hoxdl (Dibner et al., 2004; Gutkovich et al., 2010).

Les protéines Pbx jouent également un réle clé dans le patterning du cerveau posterieur.
Pbx4, par exemple, est exprimé dans le rhombencéphale présomptif ou son expression
chevauche celle de Meis3 et de Hoxb1b (Vlachakis et al., 2001). En son absence, 1’expression
des genes Hox est anormale et on observe des défauts de segmentation postérieure avec les
rhombomeéres 2 a 6 qui conservent une identité de rhombomere 1 (Pdpperl et al., 2000;
Waskiewicz et al., 2002). Pbx4 est un cofacteur de Hoxblb (P6pperl et al., 1995; Waskiewicz
et al., 2002) et il peut également interagir avec Meisl et Meis3, le premier étant capable de
sauver le phénotypes induit par la perte de Pbx4 (Vlachakis et al., 2001; Waskiewicz et al.,
2001). Pbx1 est, quant a lui, exprimé dans le cerveau antérieur, le rhombencéphale et la créte
neurale (Maeda et al., 2001). Sa déplétion entraine la perte de Krox20, marqueur spécifique de
r3 et r5. Pbxl1 interagit avec Meisl tandis que leurs patrons d’expression se chevauchent au
niveau du rhombencéphale et de la cupule optique (Maeda et al., 2002). Chez le xénope, il a
¢galement été montré qu’il interagit avec Hoxd1 afin d’induire 1’expression de Hoxb1 (Dibner
et al., 2004). Enfin, le complexe formé par Pbx1/Hox peut passer d’activateur a répresseur de

’activité génique par le recrutement d’histones déacétylases (HDAC 1 et 3 ; Saleh et al., 2000).
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Les Meis/Pbx peuvent également agir ensemble via la formation de complexes. Ils
peuvent se lier aux promoteurs des genes Hox comme Hoxbla et Hoxb2a. En se liant au co-
facteur Pbx, Meis détache les HDACs des séquences promotrices sous le contrdle des facteurs
Hox et participe ainsi a lever I’inhibition (Choe et al., 2009). De cette fagon, le complexe
Meis/Pbx en lien avec Hoxb1b est un activateur du promoteur de Hoxbla (Choe et al., 2014).
Pbx2 et Meis3 peuvent également, en se liant a Hoxbl, participer a son autorégulation et
restreindre son expression a r4 (Ferretti et al., 2005). D’autres génes Hox requierent également
la présence des cofacteurs Meis et Pbx pour I’induction de leur expression, comme les génes
Hoxb4, Hoxd4, Hoxa3, Hoxb2 et Hoxa2 (Gould et al., 1997; Ferretti et al., 2000; Manzanares
et al., 2001; Serpente et al., 2005; Lampe et al., 2008), ce qui atteste du role déterminant de ces

cofacteurs dans la régulation génique et donc dans le patterning du rhombencéphale.

(iv) Autres marqueurs des rhombomeéres

Il existe trois autres facteurs de transcription interconnectés et essentiels a 1’acquisition
de I’identité des rhombomeres : Vhnfl (pour Variant hepatocyte nuclear factor-1), Krox20 et
Valentino/ Kreisler/Mafb (Valentino ou val chez le poisson-zébre et Kreisler ou Mafb chez la
souris). Chez le poisson-zebre, Vhnfl est le facteur de transcription exprimé le plus
précocement dans les rhombomeres 3 a 6 ou il induit ’expression de Krox20 dans r5 et celle
de Mafb dans r5 et r6. En son absence, les rhombomeres 5 et 6 sont restreints au profit de r4
(Sun and Hopkins, 2001; Wiellette and Sive, 2003; Hernandez et al., 2004). Chez la souris, il a
été montré que Mafb initie I’expression de Vhnfl via son interaction sur un site de liaison situé
en amont de la sequence génomique du géne Mafb (Kim et al., 2005). Krox20 est lui exprimé
spécifiqguement dans les rhomboméres 3 et 5 (Wilkinson et al., 1989b; Gilardi et al., 1991;
Schneider-Maunoury et al., 1993) (Figure 35). ). Lors de son knockdown, on observe une
transformation homeéotique du r3 en r2 ou r4, et du r5 en r6 démontrant son réle dans la mise
en place de la périodicité des segments (paires et impaires) (Voiculescu et al., 2001). En plus
d’étre régulé par Vhnfl et par le complexe Meis/Pbx, Krox20 est également capable de
s’autoréguler via des boucles complexes de rétroaction (Giudicelli et al., 2001; Chomette et al.,
2006; Bouchoucha et al., 2013; Thierion et al., 2017). 1l permet aussi d’activer le récepteur
EphA4 dans les rhombomeéres 3 et 5 afin de consolider les frontiéres entre rhombomeres (Theil
et al., 1998). En outre, Krox20 est lui-méme inhibé par Pax6 qui apparait dans la partie dorsale
du rhombencéphale (Engelkamp et al., 1999; Kayam et al., 2013). Enfin, Mafb est exprimé dans
les rhombomeres 5 et 6 (Figure 35) et son absence entraine la perte de ces rhombomeres au

profit du r4 (Moens et al., 1996; Prince et al., 1998). Son contrdle de la formation des r5 et r6
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est réalisé via sa régulation de ’ephrinB2a qui a son tour inhibe le développement du r4 et
favorise les r5/6 (Cooke et al., 2001).

Valentino/Mafba Krox20 Hoxb1la
A

~

Figure 35 : Expression de trois marqueurs clés du patterning du rhombencéphale
Hybridations in situ révélant le patron d’expression de mafba (A,B), krox20 (C,D) et hoxbla
(E,F) chez le poisson-zébre a 16 somites (C,E), 20 somites (A), 24hpf (B) et 36hpf (D,F). Les
images de C a F proviennent de Thisse et al, 2001-2005.

(v) Les voies de signalisations et le développement du rhombencéphale

La formation du rhombencéphale est également régulée par des voies de signalisation
majeures telles que celles des morphogenes Fgf (pour Fibroblast growth factor), Wnt et ’acide
rétinoique (RA pour Retinoic Acid). La voie Fgf est nécessaire mais insuffisante a 1’induction
du rhombencéphale (Mubhr et al., 1999) et agit dans la mise en place du cerveau postérieur via
les protéines Fgf3 et Fgf8 qui sont exprimées dans les rhomboméres 3, 4 et 5, dés I’épibolie
chez le poisson-zeébre. Dans le rhombomére 4, seul Fgf3 continu d’étre exprimé une fois la
segmentation finie. La diminution de la signalisation Fgf ne provoque de défauts du
rhombencéphale que lorsque Fgf3 et Fgf8 sont tous deux déplétés. On observe alors une
absence de tous les rhombomeres a I’exception de r4 (Maves et al., 2002; Walshe et al., 2002).
La protéine Fgf3 est conservée chez les vertébrés (Mahmood et al., 1995, 1996; Lombardo et
al., 1998; Maves et al., 2002), mais chez le poulet et la souris, elle est également exprimée dans
r2 et r6 (Powles et al., 2004; Weisinger et al., 2008; Sela-Donenfeld et al., 2009). De plus,
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I’expression précoce de Fgf3/8 dans le r4 ferait de ce rhombomére un premier centre
d’induction génique. En effet, ’expression ectopique de Fgf3/8 induit I’expression de
marqueurs des r5/r6 tels que Krox20 et Mafb (Marin and Charnay, 2000; Maves et al., 2002)..

Parmi toutes les protéines de la voie Wnt, cing sont exprimées dans la région du
rhombencéphale : Wnt1, Wnt3a (Molven et al., 1991; Roelink and Nusse, 1991; Wolda et al.,
1993; Hollyday et al., 1995; McGrew et al., 1995), Wnt4 (McGrew et al., 1992; Hollyday et al.,
1995), Wnt10 (Kelly et al., 1993) qui sont toutes exprimées dans le mésoderme adjacent au
rhombencéphale alors que Wnt8 est directement exprimée dans r3, r4 et r5 (Hume and Dodd,
1993). Quand la voie Wnt est bloquée, on observe une augmentation de I’expression des
marqueurs du cerveau antérieur (comme Otx2 et Pax6) couplée a une diminution des marqueurs
du rhombencéphale (tels Gbx2, Krox20 et Hoxb4) ainsi que des défauts morphologiques du
cervelet (McGrew et al., 1997; Nordstrom et al., 2002, 2006), ce qui confirme son importance
dans la morphogenese de cette région. Les souris KO pour Wntl présentent une absence de
mésencéphale associée a des défauts de la partie antérieure du rhombencéphale (McMahon et
al., 1992) tandis que I’absence de Wnt3a entraine une réduction commune du mésencéphale et
du rhombencéphale. L’absence conjuguée de Wntl et Wnt3 empéche la fermeture du tube
neural au niveau cranien ainsi que des anomalies de la moelle épiniére (Augustine et al., 1993,
1995). Les souris KO pour Wnt3a présentent également une augmentation des marqueurs du
cerveau antérieur (Otx2) et une baisse de ceux du rhombencéphale (Hoxbl, Hoxdl, Gbx2 et
Meis3 ; Liu et al., 1999; Elkouby et al., 2010). Wnt8 est quant alui nécessaire a la
postériorisation du rhombencéphale (Erter et al., 2001; Lekven et al., 2001) et son absence
conjuguée a celle de Wnt3a provoque la perte des structures postérieures au profit de structures
antérieures (Riley et al., 2004; Shimizu et al., 2005). Wntl et Wnt10, pour leur part, n’ont pas
d’effet sur le rhombencéphale du poisson-zebre mais sur la frontiere entre le mésencéphale et
le rhombencéphale (Lekven et al., 2003; Riley et al., 2004), voire plus tardivement sur la
formation du cervelet.

Enfin, I’acide rétinoique est un dérivé de la vitamine A impliqué dans de nombreux
processus développementaux (voir revue Rhinn and Dollé, 2012; Das et al., 2014). Sa principale
source de production se fait grace a 1’alimentation, mais sa concentration est également régulée
par deux groupes d’enzymes métaboliques : les RALDH (pour Retinaldehyde Dehydrogenase)
qui le synthétisent et Cyp26 qui le dégrade (Fujii et al., 1997; Niederreither et al., 1997; Moss
et al., 1998; Swindell et al., 1999). Son réle clé dans la formation du rhombencéphale a été
démontré par ’observation qu’une baisse graduelle de RA entraine une progression des génes

exprimés antérieurement vers la partie postérieure et que I’absence totale de RA provoque la
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disparition des rhombomeéres au dela de r3 chez de nombreuses especes (Blumberg et al., 1997;
Kolm et al., 1997; Van der Wees et al., 1998; Dupe et al., 1999; White et al., 2000). Il existe
donc un gradient de RA dans le rhombencéphale de la partie postérieure ou il est tres enrichi a
la partie antérieure ou il est faiblement présent. Ce gradient peut s’expliquer par la distribution
des enzymes RALDH dans le mésoderme para-axonal (situé autour du rhombencéphale
postérieur ; Begemann et al., 2001) et la localisation inverse de Cyp26 dans la partie antérieure
du rhombencéphale (Dobbs-McAuliffe et al., 2004; Emoto et al., 2005; Reijntjes et al., 2005;
Sirbu et al., 2005; Hernandez et al., 2007; White et al., 2007). Dans le r4, Cyp26 est également
nécessaire au maintien de frontiéres précises en favorisant ’expression de Hoxbl et en
diminuant celle de Krox20 (Addison et al., 2018; Wilkinson, 2018). L’acide rétinoique
fonctionne par sa liaison a des récepteurs de type RAR (retinoic acid receptor) ou RXR (retinoid
X receptors), qui s’associent a des ¢léments RARE (retinoic acid responsive element) en 3’ et
5’ de certains genes sur la séquence génomique (Giguere et al., 1987; Petkovich et al., 1987 et
reviews Leid et al., 1992; Balmer and Blomhoff, 2002). Ces RARES ont été trouvés sur Hoxb4
par exemple ou ils sont nécessaires a son expression initiale (Serpente et al., 2005; Gould et al.,
1998) mais également sur Hoxbl (Langston et al., 1997; Studer et al., 1998), Hoxal (Frasch et
al., 1995; Dupe et al., 1997), Hoxd4 (Popperl and Featherstone, 1993; Nolte et al., 2003) ainsi
que Vhnfl (Pouilhe et al., 2007). Le RA peut également s’autoréguler par le fait que des
complexes Hoxal/Pbx/Meis2 peuvent réguler 1’activation de RALDH2 (Vitobello et al., 2011).

Selon le positionnement de la molécule dans la signalisation de I’acide rétinoique, les
mutations de génes membres de cette voie n’auront pas le méme impact sur le rhombencéphale.
Ainsi le phénotype le plus grave est observé a la suite de la perte de Raldh2 ou de Cyp26 avec
un rhombencéphale trés réduit et une organisation métamérique anormale chez le poisson-zébre
et le xénope (Hollemann et al., 1998; Begemann et al., 2001). Viennent ensuite les défauts
séveres associés a la perte des RXR et RAR. En I’absence de I’'un d’entre eux, I’expression de
marqueurs de la partie postérieure du rhombencéphale est significativement retardée ce qui
entraine des malformations des rhombomeres postérieurs qui, cependant, ne disparaissent pas
(Maden et al., 1996; Kastner et al., 1997; Dupé and Lumsden, 2001). Lorsque plusieurs
RAR/RXR sont supprimés, les défauts observés sont globalement plus séveres (Dickman et al.,
1997; Dupe et al., 1999; Linville et al., 2009). Enfin, des mutations dans les séquences RARES
sont associées aux défauts les moins séveres et engendrent un simple retard dans 1’expression

de certains genes qui est restauré a des stades ultérieurs (Dupe et al., 1997; Studer et al., 1998).
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En outre, ces trois voies de signalisation peuvent interagir entre elles, ce qui ajoute un
niveau de complexité a ’analyse. Ainsi, en absence de Raldh2 on observe la perte de Fgf3
(Maden et al., 1996; Niederreither et al., 1999) qui entraine a son tour une diminution de Wnt8a
dans r4 (Urness et al., 2010). De la méme facon, une surexpression de Fgf8 ou la suppression
de son inhibiteur entraine 1’expression ectopique de Wnt8a (Urness et al., 2010; Mahoney
Rogers et al., 2011), démontrant 1’existence de régulations complexes entre les voies Wnt et
Fgf. De plus, il a été montré que la mise en place de ’organisation du rhombencéphale et des
frontieres séparant les différents rhombomeres nécessite la présence des signalisations
conjuguées RA et Fgf (Corral and Storey, 2004; Shimizu et al., 2006). En conclusion, ces trois
voies de signalisation s’autorégulent entre elles. En effet, Fgf et Wnt restreignent I’expression
de Cyp26 a la partie postérieure du rhombencéphale tout en maintenant 1’expression de
RALDH2, favorisant ainsi la signalisation du RA (Kudoh et al., 2002; White et al., 2007), tandis
que le RA régule positivement I’expression de Wnt1 et Wnt3a ainsi que des cibles de Fgf dans
le rhombencéphale postérieur (Zhao and Duester, 2009). Le développement du rhombencéphale
est donc un processus complexe régulé a plusieurs niveaux par des facteurs redondants (Figure
36).
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Figure 36 : Schéma récapitulatif des acteurs du développement du rhombencéphale
Représentation non exhaustive des échanges entre voies de signalisation et facteurs de
transcription requis dans le développement des rhombomeres et la spécification de leur
identité. Les fleches pleines représentent des régulations positives de I’expression des cibles
tandis que la barre perpendiculaire marron pointe 1’inhibition de Cyp26 sur la voie du RA,
engendrant de ce fait son gradient d’expression. Les barres perpendiculaires rouges indiquent
I’inhibition de la migration cellulaire aux frontieres afin d’empécher le mélange de cellules
aux identités différentes.
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b) Formation et migration des neurones branchio-moteurs craniens

Il existe trois types de nerfs craniens : (i) les neurones somato-moteurs qui innervent
les muscles striés de 1’orbite, de la langue et des muscles superficiels du cou, (ii) les neurones
viscéro-moteurs, a 1’origine du systéme parasympathique cranien, qui innervent des glandes
diverses ainsi que les muscles lisses des systéemes pulmonaires, cardiovasculaires et gastro-
intestinal et enfin (iii) les neurones branchio-moteurs (ou branchiomotoneurones) qui innervent
les muscles des arcs branchiaux (ou pharyngées), incluant les muscles de la machoire, du
visage, du larynx et du pharynx. Ces trois types de neurones peuvent se trouver dans le
rhombencéphale, avec les neurones somato-moteurs principalement localisés dans le
meésencéphale (Kandel, 2000). Les axones des neurones branchio-moteurs fasciculent pour
former les nerfs V, VII, IX et X. Le nerf V, ou nerf trijumeau, innerve la machoire, et se forme
initialement dans le r2 (ou se trouve également son point de sortie dans la périphérie) a partir
de noyaux de neurones du r2 et du r3. Le nerf VII, ou nerf facial, innerve comme son nom
I’indique les muscles responsables des expressions faciales. Les neurones le constituant
naissent dans r4 puis migrent caudalement jusqu’en r6 et r7. Le nerf IX, ou nerf glosso-
pharyngien innerve quant a lui le pharynx et la langue. Ses neurones se différencient dans ré et
migrent en r7. Enfin, le nerf X, ou nerf vague, se constitue dans la partie la plus postérieure du
rhombencéphale (r8) et innerve le cceur, les poumons et le systéme gastro-intestinal. Les
neurones le composant naissent dans la partie ventrale du r8 et migrent latéralement vers la

partie centrale/dorsale (Figure 37).
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Figure 37 : Organisation des neurones craniens du poisson-zebre

Représentation schématique de 1’organisation métamérique des neurones craniens localisés
dans le rhombencéphale. Les noyaux des neurones branchio-moteurs (en rouge) apparaissent
dans une zone restreinte (cercles gris) puis migrent vers leur destination finale. Leurs axones
sortent dorsalement des rhombomeres pairs tandis que ceux des neurones somato-moteurs (en
vert) sortent ventralement. Adapté de Zannino D. 20009.
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(i) Facteurs communs a I’identité des rhombomeéres

Il existe une multitude de molécules nécessaires a la formation et a la migration des
neurones craniens, certaines jouant également un réle dans 1’acquisition de 1’identité de chaque
rhombomere. Par exemple, ’absence de Krox20 qui provoque la suppression des rhombomeéres
3 et 5 engendre également la perte du nerf trijumeau (nV) et des défauts de trajectoire axonale
du nerf glossopharyngien (nIX). Au contraire, on peut observer qu’un groupe d’axones des
branchiomotoneurones du r2 et du r7 sortent anormalement par le point de sortie du nerf facial
(ou nVII) (Schneider-Maunoury et al., 1997). Deux hypothéses peuvent expliquer ce
phénoméne : soit (i) les nerfs issus des branchiomotoneurones du r2 et du r6, dont les axones
constituent normalement les nerfs trijumeau (nV) et glossopharyngien (nlX), sont attirés vers
le r4 (avec I'implication potentielle d’un changement d’identité de ces neurones), ou au
contraire (ii) des neurones dont les axones fasciculent en nerf facial (nV11) migrent jusqu’au r2
en absence de signaux inhibiteurs provenant normalement du r3, avec une situation analogue
pour les r6 et r7. En absence de Krox20, on observe également la perte du nerf somato-moteur
(nV1) situé dans le r5. En effet, les neurones constituant ce nerf migrent prématurément de fagon
radiaire due a I’absence du rhombomére 5 (Garel et al., 2000). La trajectoire du nerf facial
(nVII) est également affectée par 1’absence de Valentino/Mafb qui cause non seulement une
migration anormale des corps cellulaires des branchiomotoneurones du r4, mais également la
défasciculation des axones composant nVII (Chandrasekhar et al., 1997). L’absence de Mafb
provoque également la perte du nerf glossopharyngien (nlX), dont le point de sortie vers la
périphérie est localisé dans le r6 ou Mafb est enrichi.

De plus, certains genes Hox sont de la méme maniére impliqués dans ce double
processus d’acquisition d’identité de certains rhombomeres et de croissance axonale des nerfs
en résultant. Par exemple, ’absence de Hoxa2 normalement exprimé dans le r2 provoque la
« disparition » de ce rhombomere et la fasciculation des axones constituant normalement le nerf
trijumeau (nV) avec ceux du nerf facial, qui sortent ensemble par le point de sortie du r4
(Gavalas et al., 1997). Le facteur de transcription Hoxa2 aurait donc un réle déterminant dans
la mise en place de 1’identité neuronale des branchiomotoneurones du r2 et dans la croissance
axonale du nV, ce qui a été confirmé par des expériences de surexpression de ce géne conduisant
a ’apparition de neurones a I’identité nV dans des territoires ectopiques du rhombencéphale
(Jungbluth et al., 1999). Par ailleurs, ’absence de Hoxb1(b) (chez la souris comme chez le
poisson-zebre) n’entraine pas de défaut de la formation initiale du nVII dans le r4 mais altére
la migration de ces neurones vers le r5 et r6, ce qui provoque finalement la disparition compléte

du nerf facial chez ces mutants. Ce défaut semble causer par la spécification incorrecte des
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branchiomotoneurones issus du r4 en ’absence de Hoxb1b (Goddard et al., 1996; Studer et al.,
1996; McClintock et al., 2002). En outre,des expériences d’expression ectopique dans le r2
confirment I’importance de Hoxbl dans la mise en place de I’identité des neurones dont les
axones constituent le nVII (Bell et al., 1999). De maniére similaire, I’absence de Pbx4 provoque
¢galement des défauts de migration du noyau de neurones VII vers le r6, ainsi qu’une sortie des
axones du nV par le point de sortie du nVII dans le r4, ce qui est également le cas en absence
de Hoxa2 (Cooper et al., 2003). Enfin, I’absence de Pax6 induit en paralléle une diminution du
nombre de neurones composant le nVI et une augmentation de neurones dont les axones
constituent le nV11, avec des changements probables d’identité de ces neurones localisés a terme

dans le méme rhombomeére r6 (Ericson et al., 1997; Osumi et al., 1997).

(if) Autres facteurs de transcription

En plus des molécules citées précédemment, d’autres facteurs de transcription semblent
¢galement jouer un role dans ces processus d’acquisition de 1’identité et de croissance axonale
des neurones du rhombencéphale. Ainsi, Nkx6.1 est exprimé dans certains neurones
branchiomoteurs et son absence chez la souris entraine une diminution de la migration caudale
des neurones dont les axones forment les nerfs trijumeau (nV) et facial (nVII) au profit d’une
migration radiale ce qui provogue un positionnement aberrant de leurs corps cellulaires (Miller
et al., 2003; Pattyn et al., 2003). De fagon similaire, I’absence de Math3 (facteur de transcription
de type bHLH) entraine également une augmentation de la migration radiale des neurones
constituant les nV et nVII au détriment de la migration caudale (Ohsawa et al., 2005). De méme,
les facteurs de transcription Phox2a et Phox2b, exprimés dans les progéniteurs des neurones
branchio-moteurs et dont I’expression perdure dans les neurones post-mitotiques pour Phox2b,
ou exclusivement exprimé dans les branchiomotoneurones post-mitotiques pour Phox2a, jouent
également un réle dans le développement de ces noyaux de neurones et de ce fait dans la
croissance axonale des nerfs en résultant. L’absence de Phox2a entraine la perte du noyau de
neurones nlll (Pattyn et al., 1997) tandis que celle de Phox2b entraine la perte de tous les

neurones branchio-moteurs (Pattyn et al., 2000).

(iii) Importance des signaux extérieurs
D’autres études ont egalement montré 1’importance des molécules impliquées dans la
polarité cellulaire planaire (PCP) dans ces mémes processus de migrations cellulaire et axonale
des noyaux de neurones du rhombencéphale. Ainsi, Vangl2 (Bingham et al., 2002; Jessen et al.,
2002), Scribblel (Wada et al.,, 2005), Frizzled3a et Celsr2 (Wada et al., 2006) seraient

Page | 106



Résultats et discussion - Mab2112 dans le rhombencéphale

déterminants pour la migration caudale des neurones branchio-moteurs vers d’autres
rhombomeres. En leur absence, les cellules restent dans leur rhombomere d’origine et migrent
seulement de facon radiale. Ces molécules de la voie PCP serviraient & empécher les neurones
de pénétrer dans la couche neuroépithéliale. Une autre molécule de la signalisation PCP,
Pricklel, serait également impliquée, en tant que signal répulsif au niveau du neuroépithélium
(Carreira-Barbosa et al., 2003) et, de ce fait, nécessaire a la migration des
branchiomotoneurones faciaux du r4 via une activité nucléaire (Mapp et al., 2011).

Il existerait également des signaux attractifs présents dans 1’environnement des
neurones qui favoriseraient leur migration d’un rhombomere a I’autre. Ainsi, le couple formé
par le VEGF (pour Vasal Endothelial Growth Factor) et le récepteur neuropilin-1 a la surface
des neurones serait nécessaire a la migration caudale des corps cellulaires du r4 vers le r5
(Schwarz et al., 2004), tandis que la Reelin serait requise dans la migration radiale des
branchiomotoneurones du r6, les cellules demeurant en position ventrale en son absence
(Ohshima et al., 2002; Rossel et al., 2005).

Enfin, plus récemment, des études ont également montré I’importance des interactions
entre neurones dans la migration caudale. En effet, la migration des corps cellulaires des
neurones consituant le nVII s’initialise par des cellules pionniéres qui migrent les premiéres et
qui par des interactions avec d’autres branchiomotoneurones, entraine leur migration. Ces
contacts entre neurones seraient dépendant de la molécule N-cadherin (Cdh2 chez le poisson-
zebre) (Stockinger et al., 2011; Wanner and Prince, 2013).

2. Résultats expérimentaux
a) La perte transitoire de Mab21l2 altére le développement du cervelet

Attendu que le cervelet est une structure a cheval entre le mésencéphale et le
rhombencéphale, et que mon équipe disposait de la lignée transgénique Tg(olig2:GFP)
permettant de visualiser en temps réel la formation de cette structure, j’ai réalisé des injections
de morpholino contre Mab2112 dans ce fond génétique afin d’examiner I’'impact de la perte de
notre protéine d’intérét sur le développement du cervelet. J’ai ainsi pu observer qu’a 3dpf et
5dpf, la taille du cervelet est de 1,5 a 2 fois plus petite chez les morphants que chez les contrdles
(Figure 38). ). En plus de cette réduction significative de la taille, j’ai constaté que la
morphologie du cervelet était anormale. En effet, chez la larve contr6le de poisson-zébre a 3dpf,
le cervelet a la forme d’une "moustache", alors que les neurones le composant constituent deux

noyaux ovales et latéraux chez les larves morphantes (Figure 38B). De méme a 5dpf, on peut
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constater que 1’écart entre les parties droite et gauche de la « moustache » du cervelet, au niveau
de la ligne médiane de la larve, est nettement plus important chez les morphants que chez les
controles (Figure 38D). Ces données préliminaires suggérent un rdle encore non démontré de
Mab2112 dans la formation du cervelet, cependant ces résultats, observés uniquement chez les
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Figure 38 : La taille du cervelet est réduite chez les morphants mab21I2

(A-D) Vues dorsales d’embryons contréles et morphants a 3dpf (panels du haut) et 5dpf (panels
du bas) sur fond Tg(olig2:GFP) qui permet de visualiser 1’ébauche du cervelet (ou lévre
rhombique). (E-F) Quantification de la taille du cervelet a 3dpf (E) et 5dpf (F). *** p<0.001.

b) Le knockdown de Mab2112 engendre des défauts de développement du
rhombencéphale que I’on ne retrouve que partiellement chez le mutant

Afin de reproduire les résultats observés précédemment dans le rhombencéphale par ma
directrice de thése (cf. Chapitre 3 11.1), j’ai utilisé la lignée transgénique Tg(islet1l:GFP) qui
exprime la GFP dans les neurones moteurs craniens et spinaux, afin de visualiser le
développement du rhombencéphale en temps réel. De cette maniére, j’ai ainsi pu observer qu’a
26hpf, stade auquel la segmentation du rhombencéphale est initiée et ou les neurones
branchiomoteurs sont en cours de différenciation, la perte de Mab2112 entraine des défauts
séveres du développement du cerveau postérieur chez 70% des embryons morphants : en effet,
ces derniers présentent des défauts de trajectoire axonale d’un ou plusieurs nerf(s) cranien(s)

par embryon, avec parfois des anomalies du positionnement des somata, voire méme du nombre
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de neurones branchio-moteurs (Figure 39B et G). Ces défauts peuvent affecter le nlll (nerf
oculomoteur, situé dans le mésencéphale) et les nV (nerf trijumeau), nVIII (nerf facial) et nX
(nerf vague) situés tous trois dans le rhombencéphale comme nous I’avons vu précédemment.
Chez les mutants, bien que ces défauts a 26hpf aient tendance a survenir en plus grand nombre
que chez les contréles (50% vs 40%, cf. Figure 39G), la différence n’est pas significative pour
I’assigner spécifiquement a la perte de Mab2112. Cependant, j’ai pu constater qu’a 72hpf, stade
ou le développement du rhombencéphale touche a sa fin, les mutants présentent le méme défaut
que les morphants (bien qu’en proportions moindres) quant a la désorganisation de la structure
trés stéréotypée du rhombencéphale postérieure avec une augmentation des cellules positives
pour Isletl qui se trouvent de plus & des localisations aberrantes (Figure 39E, F et H).
L’architecture du rhombencéphale apparait tellement désorganisée qu’il en devient difficile de
distinguer les différents nerfs ou d’observer avec précision la trajectoire des projections
axonales. J’ai donc pu confirmer le phénotype observé par Jamilé Hazan auparavant, et ce, avec
un morpholino différent, cependant toujours dirigé contre le site d’initiation de la traduction de
Mab2112. Il semblerait donc que la perte de Mab21I2 entraine des défauts de développement
du rhombencéphale affectant plusieurs sous-types de nerfs craniens, en dépit d’une atteinte
moindre des mutants comparés aux morphants.

Ce role de Mab2112 dans le rhombencéphale n’ayant jusqu’ici jamais été établi et en
raison du phénotype moins sévére des mutants, il m’a fallu m’assurer de la spécificité de ces
défauts afin de pouvoir les assigner de fagon certaine a la perte de Mab21I2. Toutefois, certains
arguments étaient en faveur de notre hypothése, sachant d’une part que la désorganisation du
rhombencéphale a 72hfp était observée dans deux populations distinctes de morphants (via
I’injection de deux morpholinos différents) et que les mutants présentaient des défauts
similaires, méme si en moindres proportions. Cependant, il est d’'usage aujourd’hui de vérifier
les éventuelles conséquences aspécifiques du processus d’injection du MO, en I’injectant dans
des embryons mutants pour vérifier qu’il n’y a pas d’aggravation du phénotype(Stainier et al.,
2017). Si c¢’était le cas, les défauts supplémentaires seraient irrémédiablement attribués aux

effets hors cible (i.e., off-target) de la technique de knockdown.
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Figure 39 : Le knockdown et le knockout de Mab21l2 affectent le développement du
rhombencéphale a des degrés différents

(A-F) Vues dorsales d’embryons controles, morphants et mutants a 26hpf (panels du haut) et
72hpf (panels du bas) sur fond génétique Tg(isletl:GFP). Les fleches blanchent en B et C
indiquent des erreurs de trajectoire ou hypoplasiedes nerfs craniens ; I’astérique en B pointe le
positionnement anormal d’un noyau de neurones. nlll, nerf oculo-moteur ; nV, nerf trijumeau ;
nVII, nerf facial ; nX, nerf vague. (G-H) Distribution des contrdles, morphants et mutants en
fonction de leur phénotype sauvage (WT en bleu) ou anormal (en rouge) avec la présence d’au
moins un nerf cranien affecté par embryon a 26hpf ou la présence de cellules mal positionnées a
72hpf. * p<0.05 ; *** p<0.001 ; ns, non significatif.

c) Validation de la spécifité des phénotypes du rhombencéphale

Afin de vérifier que les défauts du rhombencéphale chez les morphants étaient
spécifiques de la perte de fonction de Mab2112, j’ai injecté le morpholino contre cette protéine
dans les embryons mutant mab211232*a la méme dose que dans les expériences de knockdown
classique dans les contrdles. J’ai ainsi pu constater qu’a 26hpf et 72hpf, les mutants injectés
avec le morpholino (notés par la suite mutants/morphants) et les mutants non injectés
présentaient les mémes anomalies du développement du rhombencéphale dans les mémes
proportions (Figure 40). L’injection de morpholino mab21l2 n’aggrave donc pas les phénotypes
des mutants, ce qui suggere que les défauts observés chez les morphants sont bien spécifiques

et non le produit d’effets hors-cibles.
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Figure 40 : L’injection du morpholino mab2112 n’aggrave pas la sévérité des phénotypes
mutants

(A-H) Vues dorsales d’embryons contréles, morphants, mutants et mutants/morphants a 26hpf
(panels du haut) et 72hpf (panels du bas) sur fond génétique Tg(isletl:GFP). Les fleches
blanches indiquent des défauts de trajectoires axonales et 1’astérique un défaut au niveau des
corps cellulaires. nlll, nerf oculo-moteur ; nV, nerf trijumeau ; nVII, nerf facial ; nX, nerf vague.
(1-J) Répartition des embyons en fonction de leur phénotype wild-type (bleu) ou affecté (rouge,
présentant au moins un nerf touché a 26hpf ou une désorganisation cellulaire a 72hpf). * p<0.05
; *** n<0.001 ; ns, non significatif.

On constate néanmoins que les mutants/morphants sont toujours moins affectés que les
morphants seuls, ce qui non seulement confirmerait que le morpholino n’a pas de raison d’agir

sur une protéine déja inexistante mais suggére également un phénoméne de compensation
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génique chez les mutants comme démontré dans plusieurs études récentes chez le poisson-zebre
(Rossi et al., 2015; EI-Brolosy et al., 2019; Ma et al., 2019). La perte partielle et transitoire de
Mab2112 semblerait donc bien étre a ’origine des défauts embryonnaires du rhombencéphale.
En outre, I'observation fréquente selon laquelle les mutants présentent un phénotype moins
sévere que ceux détectés chez les morphants serait consécutive a un phénomeéne de
compensation génique mis en place par les cellules afin de pallier le manque d’une protéine clé.
Le knockdown par injection d’un morpholino, méme s’il conduit a une baisse de 90% du taux
physiologique d’une protéine, n’induit pas ces phénoménes compensatoires tant que la perte de

la protéine n’est que transitoire et partielle.

d) Les défauts du rhombencéphale sont compensés par Mab21I1 chez les
mutants

Afin de Vérifier si un tel phénomeéne de compensation génique a été mis en place chez
notre mutant nul, dans la mesure ou le paralogue de mab2112, mab21l1, est également exprimé
dans le cerveau postérieur du tél€¢oste, j’ai dans un premier temps focalisé ma caractérisation
d’un éventuel phénoméne compensatoire sur la protéine la plus proche en structure et fonction
de ma protéine d’intérét (97% d’homologies sur la séquence primaire). Dans ce but, j’ai injecté
un morpholino ciblant le site d’initiation de la traduction de Mab2111 dans les embryons
mutants mab211232*, Pour réaliser cette injection, j’ai dii tout d’abord déterminer la dose ad hoc
de morpholino mab21l1 qui, seule, ne provoquait pas de phénotype visible sur le
rhombencéphale des simples morphants afin de valider a priori mes résultats. En effet, si une
aggravation du phénotype était observée chez les mutants/morphants L1, elle pourrait ainsi étre
attribuée a I’absence conjuguée de Mab2112 et Mab2111. La dose ad hoc établie, j’ai observé
que les mutants injectés avec le morpholino mab21ll présentaient des défauts du
rhombencéphale de méme sévérité et dans les mémes proportions que ceux que j’avais observés
chez les simples morphants mab2112, et ce tant a 26hpf qu’a 72hpf (Figure 41 Ceci m’a permis
de confirmer mon hypothése de départ, a savoir qu’il existe chez les mutants mab21123%" un
phénomene compensatoire par la protéine Mab2111 qui prend le relais de Mab2112 afin de

pallier son absence dans le rhombencéphale.
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Figure 41 : Le knockdown de Mab21I1 dans les mutants Mab211232" entraine I’aggravation des
phénotypes associés a la perte de Mab2112 dans le rhombencéphale

(A-J) Vues dorsales d’embryons contrdles, morphants mab2112 (L2), morphants mab2111 (L1),
mutants mab21123% et mutants/morphants L1 & 26hpf (panels du hauts) et 72hpf (panels du bas)
sur fond génétique Tg(isletl:GFP). (K-L) Répartition des embryons en fonction de leur
phénotype sauvage (WT en bleu) ou présentant des défauts déja décrits de développement du
rhombencéphale (en rouge). MO L1, morpholino mab21I1 ; MO L2, morpholino mab2112 ; *
p<0.05 ; ** p<0.01 ; ns, non significatif.

e) Effet de ’absence de Mab2112 sur les marqueurs du rhombencéphale
Aprés avoir démontré le rble crucial de Mab21l2 dans le développement du
rhombencéphale, j’ai souhaité vérifier par hybridation in situ si les profils d’expression de
certains marqueurs spécifiques de la segmentation du cerveau postérieur et des différents
rhombomeéres, comme krox20, hoxbla, mafb et fgf8, étaient également perturbés (cf. Chapitre
3 1l.1.a). Au stade 20 somites (Figure 42) et 24hpf (données non présentées ici), je n’ai pu

observer aucune différence d’expression de ces quatre marqueurs entre les controles et les
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morphants. D’autres genes dont le role clé¢ dans le développement du rhombencéphale a été
établi, ont été également testés, dont hoxblb, hoxb2, hoxb3, hoxb4a, hoxb5a, hoxb6, hoxb7a,
hoxb8b, hoxb9a, hgf3, mariposa/foxbla et meisl.l. L expression de ces génes ne semble pas
plus modifiée dans les embryons morphants comparés aux controles que les quatre transcrits
présentés ci-dessous. Afin de déterminer les génes cibles potentiels de Mab2112, nous avons
par la suite analysé nos résultats de transcriptomique comparative avec un focus particulier sur

les génes nécessaires au bon développement du cerveau postérieur.

Controls Mab21/2 morphants

- P -
Krox20 ° E . o

Hoxb1la

Figure 42 : Expression de certains marqueurs clés du rhombencéphale apres déplétion de
Mab21I2

Hybridation in situ d’embryons contrdles et morphants au stade 20 somites. Pour chaque
condition, sont représentées a gauche les vues dorsales et a droite les vues latérales.
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f) Analyse des résultats de notre crible transcriptomique sous 1’angle du
rhombencéphale

Pour expliquer les différences de sévérité observées entre morphants et mutants au
niveau du phénotype du rhombencéphale et potentiellement de celui du cervelet, nous avons
cherché a savoir si certains genes impliqués dans le développement de cette région postérieure
du cerveau ressortaient de notre analyse transcriptomique comparative entre perte partielle et
perte totale de fonction de Mab2112. Or, si un antagoniste commun des deux voies Wnt et Fgf,
la protéine Shisa4 (Yamamoto et al., 2005), apparait fortement réprimé chez les morphants et
plus modérément chez les mutants, comparés aux contrdles a 10 somites, I’expression de celui-
ci varie aussi significativement entre mutants et morphants a 10 somites comme a 25hpf. En
outre, un activateur de la voie Fgf, la protéine Canopy4, est quant a lui fortement réprimé chez
les embryons mutants comparés cette fois aux morphants et ce tant chez des embryons au stade
10 somites, qui incluaient le rhombencéphale (Canopy4 est alors 600 fois moins exprimé chez
les mutants que chez les morphants), que dans les rétines d’embryons a 25hpf (ou Canopy4 est
230 fois moins exprimes chez les mutants que chez les controles). Si ces deux voies Wnt et Fgf
sont importantes pour le développement de la rétine, elles le sont tout autant pour la formation
du rhombencéphale, des nerfs craniens et méme plus tardivement pour le développement de la
levre rhombique qui donnera naissance au cervelet. Il serait donc particulierement judicieux
d’essayer de décrypter I’implication de ces deux voies dans les phénotypes du tronc cérébral et
du cervelet des embryons et larves déplétes de Mab2112, et de déméler leurs éventuelles
différences d’implication entre une situation de perte totale (mutant) et de perte partielle et
transitoire (knockdown) de Mab2112.

En outre, les résultats de nos analyses transcriptomiques mettent également en lumiere
un ensemble de protéines dont le role dans le développement et I’altération pathologique du
cervelet lors d’un processus neurodégénératif n’est plus a démontrer : il s’agit de la famille des
ataxines impliquées dans les ataxies spino-cérébelleuses (ou SCA ; Orr, 2012; Seidel et al.,
2012). Or, les genes orthologues des genes SCAL, SCA2 et SCA7 chez ’'Homme, codant les
ataxines 1b, 2 et 7 de téléoste subissent tous une activation transcriptionnelle chez les embryons
morphants comparés aux contrdles (avec des rations d’environ 7 pour 1’Ataxin7, a 21,5 pour
I’Ataxinlb et 29,3 pour I’Ataxin2) et de fagon plus modérée aux mutants. Si la surexpression
de ces protéines sauvage ou avec expansion de triplets pathologiques est connue depuis des
années pour altérer le développement et le maintien de I’homéostasie du cervelet (Fernandez-
Funez et al., 2000), il est apparu plus récemment que certaines de ces protéines sont également

impliquées dans des pathologies de la rétine. C’est entre autre le cas de ’ataxin2 incriminée
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dans la survenue de glaucome a angle ouvert (Bailey et al., 2016), et des ataxinl et ataxin7 dans
les maculopathies impliquant les photorécepteurs (Morrow et al., 1999b; Thurtell et al., 2011).
Il est donc a double titre intéressant de se pencher sur cette surexpression des ataxines 1, 2 et 7
chez les morphants pour mieux comprendre si et comment ces protéines peuvent influer sur la
survenue et/ou la sévérité des phénotypes de 1’ceil, du rhombencéphale et plus tardivement du
cervelet, observés dans le cadre de la perte de fonction partielle et transitoire de Mab2112 chez

le poisson-zebre.
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Conclusion et perspectives

I. Mab21l2 est un élément clé du developpement du
systeme visuel

Au cours de ma thése j’ai pu montrer par deux approches de perte de fonction que
Mab2112 joue un réle majeur dans le développement de I’ceil du poisson-zebre. En effet, le
knockdown par injection de morpholino contre Mab21l2 et le knockout via la création d’une
lignée mutante par la stratégie du CRISPR/Cas9 montrent tous deux des défauts variés et
séveres de la rétine, affectant les RGCs comme les photorécepteurs, ainsi que la lamination de
cette structure ou encore la croissance et le guidage des axones des cellules ganglionnaires.
Comme précédemment décrit chez le poulet, la souris, et le poisson-zébre (Yamada et al., 2003;
Deml et al., 2015; Sghari and Gunhaga, 2018; Gath and Gross, 2019), et par I’identification de
mutations pathogenes chez I’ Homme (Rainger et al., 2014; Deml et al., 2015; Horn et al., 2015)
la perte de Mab2112 engendre la présence de colobomes d’intensités variables. Ces colobomes
peuvent étre le résultat d’une augmentation du pédoncule optique au détriment de la rétine
neurale démontrée par I’augmentation de 1’expression de pax2.1 et la diminution concomitante
de pax6 a 24hpf. La diminution de I’expression de Pax6 a également été détectée dans une autre
lignée mutante de poisson-zebre qui présente également des colobomes (Deml et al., 2015) ainsi
que lors d’expériences de knockdown par dsRNA chez le poulet (Sghari and Gunhaga, 2018).
Il est intéressant de noter qu’une autre étude a permis de révéler une augmentation de
I’expression de mab2112 chez des mutants pax6, ce qui suggeérerait 1’existence d’une boucle de
rétro-contréle (Wolf et al., 2009). Mab21I2 activerait ’expression de pax6 qui a son tour
inhiberait I’expression de mab21l2. Si nous retrouvons le méme phénomene que les mutants
décrits dans la littérature quant a la réduction de pax6, la situation concernant I’augmentation
du patron de pax2.1 est légérement différente. Dans les lignées mutantes mab21129485%™5 et
mab2112R51-F52d¢l 1 aygmentation de ’expression de pax2.1 n’est détectée qu’a partir de 48hpf
et non a 24hpf comme j’ai pu I’observer (Deml et al., 2015). Cette petite discordance pourrait
s’expliquer par la différence de stratégies de perte de fonction utilisées: Deml et co. ont analysé
I’expression de pax2.1 dans leur lignée mutante alors que nous 1’avons étudiée chez nos
morphants. Cette expression sera dans un futur proche analysée dans ma lignée mutante
mab211232* afin de vérifier a quel stade exactement apparait cette augmentation d’expression.
Il doit étre noté, toutefois, qu’une altération de I’expression de pax2.1 a un stade plus précoce
comme 24hpf est en accord avec la formation de colobomes.

Une autre observation importante concerne la diminution du nombre de RGCs associée

a I’hypoplasie du nerf optique et aux défauts de leur trajectoire axonale au niveau du chiasma
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optique lors de la perte de fonction de Mab21I2. Si la baisse du nombre de RGCs et ’hypoplasie
du nerf optique a la sortie de la rétine avaient déja été observées par le passe (Rainger et al.,
2014; Deml et al., 2015; Sghari and Gunhaga, 2018), les défasciculations et trajectoires
axonales anormales au niveau du chiasma optique constitue un nouvel apport d’informations.
Au vu des données précédentes quant au role de Mab21I2 dans le destin cellulaire, il est
probable que ces défauts du nerf optique soient consécutifs a une spécification incorrecte des
RGCs qui, de fait, entrainerait ’incapacité des axones a reconnaitre et intégrer la signalisation
établie par les molécules de guidage. Cette hypothese est renforcée par I’observation de RGCs
et de photorécepteurs localisés dans les mauvaises couches cellulaires lors de ’examen de la
lamination des rétines morphantes et mutantes mab21123%*, Il semblerait donc que Mab21I2
joue un réle déterminant dans la spécification des différents types cellulaires au cours de la
rétinogéneése. Lors de ma thése je n’ai observé que les RGCs et photorécepteurs, en raison du
fait qu’elles sont les premiéres et derniéres cellules a se differencier, une étude récente a
toutefois montré qu’une perte de fonction partielle et transitoire de mab2112 par dsRNA chez
I’embryon de poulet induit également une diminution significative des marqueurs des cellules
amacrines et horizontales (Sghari and Gunhaga, 2018). Il semblerait donc que tous les types
cellulaires de la rétine soient affectés par la perte de Mab2112 ce qui renforce sonrole « global »
dans le développement de la rétine. Un point de différence existe cependant entre cette étude et
mes travaux de thése : j’ai en effet observé que les mutants mab211232" présente des spots
d’expression ectopique d’Isletl dans la GCL et I’'INL, alors que Sghari et Gunhaga ont, eux,
observé une diminution des RGCs positives pour Isletl. Cette contradiction apparente pourrait
s’expliquer de plusieurs manieres liées entre elles: la premiere étant bien évidemment la
différence de modéle animal, et donc une différence potentielle entre poisson et poulet ; la
deuxiéme ¢étant le stade observé sachant que I’expression d’Islet] dans la rétine varie au cours
du temps et qu’il est difficile d’associer précisément un stade embryonnaire d’étude entre le
poulet et le téléoste. Enfin, I’expression intrinséque d’Isletl pourrait étre différente entre
poisson-zebre et poulet, et ce en fonction des stades de développement ou non: en effet mab2112
est par exemple exprimé, voire enrichi, dans le rhombencéphale de poisson-zebre et de souris,
mais il n’apparait jamais dans le cerveau postérieur de I’embryon de poulet quel que soit le
stade (données personnelle de Jamilé Hazan).

Au cours de ma thése, j’ai également pu observer que la perte de fonction partielle mais
pas totale de Mab21l2, conduit & une légere augmentation de 1’apoptose. Si cette augmentation
peut étre associée a I’'usage des morpholinos per se, sachant que c’est I’'un des effets hors cibles

les plus fréquents de I’injection de MOs, il faut noter qu’une augmentation de I’apoptose a
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également été observée chez les mutants de poisson-zébre préalablement décrits (Deml et al.,
2015; Gath and Gross, 2019) ainsi que chez le mutant murin (Saito et al., 2012) et ce, couplée
a une diminution de la prolifération. En outre, la voie de signalisation p53 est fortement activée
chez les morphants, comme en témoignent les nombreux genes liés a cette voie que 1’on
retrouve dérégulés lors de nos analyses transcriptomiques comparatives chez les morphants. Si
certains de ces génes ont été déja impliqués dans des effets hors-cibles liés a I’'usage des
morpholinos, d’autres semblent plus spécifiques de processus cellulaires qui conduisent
éventuellement a une mort cellulaire programmée et dans lesquels Mab21I2 pourrait étre
impliqué. La question qui se pose maintenant est de savoir si I’augmentation de I’apoptose
induite par I’activation de la voie p53 n’est qu’aspécifique chez les morphants ou non ? Et dans
ce cas quels seraient les mécanismes compensatoires qui I’inhiberaient lors de la perte totale de

Mab2112 chez les mutants ?

II. Mais Mab21ll2 est également requis dans la
formation du rhombencéphale et du cervelet

En plus de son role dans le développement de 1’ceil, mon travail de thése a également
permis de révéler I’implication de Mab2112 dans la formation du rhombencéphale. A 72hpf, les
mutants et les morphants montrent tous deux une severe désorganisation du cerveau postérieur
avec des cellules localisées de facon anarchique et des trajectoires axonales anormales de
certains nerfs craniens. Ce réle de Mab2112 dans le rhombencéphale n’avait jusqu’alors jamais
été mis en évidence bien qu’il y soit fortement exprimé chez le poisson comme chez la souris.
I1 serait maintenant intéressant d’analyser si Mab2112 joue la méme la fonction cellulaire dans
I’ceil et dans le rhombencéphale ou bien s’il est impliqué dans différents processus cellulaires
et/ou moléculaires en fonction de sa région d’expression. Il est en effet concevable qu’il agisse
de maniere similaire dans ces deux régions du systéme nerveux dans la mesure ou de
nombreuses molécules essentielles au développement ad hoc de ces deux structures sont
communes : je fais ici référence entre autres a Pax6, Meis, ou encore les voies Fgf, Wnt
(retrouvées dérégulées entre morphants, mutants et contréles lors de nos analyses
transcriptomiques comparatives), etc.

Il est cependant intéressant de noter que I’on observe des défauts plus précoces du
rhombencéphale chez les morphants, et ce des 24hpf, que chez les mutants, ce qui met en
évidence des différences de seveérité de phénotypes entre ces deux populations d’embryons

déplétés partiellement ou totalement de Mab2112. Ces différences de sévérité ont pu également
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étre constatées dans le systéme visuel dans la mesure ou les mutants récuperent un nombre ad
hoc de photorécepteurs plus tot que les morphants (4dpf vs 5dpf). Cette plus grande sévérité
des phénotypes morphants n’est pas completement surprenante, puisque le knockdown par
injection de morpholino est fréquemment associé a des effets hors cibles (Stainier et al., 2017).
Cependant, dans notre cas, I’injection du morpholino dans des embryons mutants n’aggrave en
aucune facon les phénotypes mutants qui semblent donc spécifiques. Ceci suggére qu’il
existerait un phénomene de compensation génique chez le mutant, comme il I’a été montré par
plusieurs études (Rossi et al., 2015 ; EI-Brolosy et al., 2019 ; Ma et al., 2019). En outre, j’ai pu
montrer que le knockdown de mab21l1 dans les embryons mutants mab211232" engendre une
aggravation des phénotypes du mutant non injecté pour atteindre le niveau de sévérité des
morphants mab2112. Il semble donc que Mab21l2 et Mab21l1 agissent de concert dans le
développement du rhombencéphale. Pour valider définitivement cette observation, il me faudra
vérifier si la double injection de morpholinos contre Mab2111 et Mab2112 donnent le méme
résultat, voire d’analyser le phénotype d’une lignée mutante mab2111 génerée par le Sanger
Centre.

Une éventuelle interaction genique entre mab2112 et mab21l1 au niveau du cervelet
serait également envisageable. J’ai en effet pu observer que la perte partielle de Mab2112
entraine une hypoplasie du cervelet, résultat qui reste encore a confirmer chez mon mutant. Or,
de maniére intéressante, Mab2111 a récemment été associé chez I’Homme a des malformations
génétiques multisyndromiques incluant une hypoplasie sévere du cervelet (Bruel et al., 2017;
Rad et al., 2019). Il serait donc envisageable que Mab2112 et Mab2111 agissent de concert au
niveau du cervelet, et dans cette hypothese, nous étudierons le développement de cette structure
dans mes mutants mab2112%2" sur fond génétique Tg(Olig2:GFP) ainsi que dans la lignée
mutante mab2111 qui devrait arriver prochainement dans notre animalerie. En plus de Mab2111,
d’autres protéines issues de notre crible transcriptomique, dont les ataxines 1b, 2 et 7, ou encore
les régulateurs des voies Wnt et Fgf seront testés pour leur implication éventuelle dans les

phénomeénes compensatoires probables chez le mutant mab2112%,

I11. Morphants et mutants donnent des phenotypes
similaires
Ce travail de these réalisé en paralléle sur des embryons morphants et une lignée mutante

CRSPR/Cas9 a permis de mettre en lumiere plusieurs observations quant a ’'usage trés décrié

des morpholinos. En effet depuis 2015, 1'utilisation de morpholinos et plus globalement les
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stratégies de knockdown ont été beaucoup remises en question, en raison de leurs « nombreux
effets hors-cibles ». Cependant, ma caractérisation des phénotypes liés a la perte de fonction
partielle ou totale de Mab2112 montre que les morphants et les mutants présentent des
phénotypes trés similaires entre eux au niveau du systéme visuel, et qu’en outre, ces phénotypes
ressemblent également beaucoup a ceux décrits pour les mutants préalablement rapportés dans
la littérature. 11 semblerait donc que dans le cadre de mon étude, le morpholino contre Mab2112
n’engendre que trés peu de défauts non spécifiques. Le morpholino étant un outil peu couteux,
simple et rapide d’utilisation, il serait peu judicieux de se passer de son utilisation que ce soit
pour des études préliminaires nécessitant des réponses rapides ou pour une analyse plus détaillé
dans la mesure ou certains phénotypes spécifiques n’apparaissent pas chez les mutants en raison
de phénomenes compensatoires (Rossi et al., 2015; EI-Brolosy et al., 2019; Ma et al., 2019). En
cas d’observations différentes entre mutants et morphants, il est alors important de réaliser
plusieurs contrdles de spécificité du morpholino tels que son injection dans une lignée mutante,
ainsi que l’injection d’un deuxiéme, voire d’un troisiéme morpholino qui reconnait une
séquence différente sur le transcrit, etc. (Stainier et al., 2017). Un autre contréle de la spécificité
du phénotype consiste a réaliser des expériences de sauvetages phénotypiques en injectant
conjointement le morpholino et le transcrit de la protéine de la protéine d’intérét provenant
d’une autre espece, et pour des raisons d’intérét en génétique humaine par exemple I’ARNm
humain avec ou sans variant. Cette validation par sauvetage présente toutefois certaines
limitations, dont la taille du transcrit, et la dose a trouver lorsque la protéine d’intérét s’avére
toxique en surexpression ou conduisant a un phénotype de gain de fonction.

En conclusion, je pense que les morpholinos doivent continuer a étre utilisés avec
prudence mais qu’ils restent des outils utiles et rapides pour observer les défauts engendrés par

la perte de fonction d’une protéine donnée.
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