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Figure 1. La rétine adulte. L'illustration de gauche représente un ceil humain et les principaux

tissus qui le composent. Le schéma a droite correspond a un agrandissement de la rétine. Celle-ci est
composée de trois couches cellulaires : la couche nucléaire externe (ou ONL) est composée uniquement
des corps cellulaires des photorécepteurs, la couche nucléaire interne (ou INL) contient les cellules
amacrines, horizontales, et bipolaires ainsi que les cellules gliales de Miiller et la couche des cellules
ganglionnaires (ou GCL). La couche plexiforme externe (ou OPL, entre 'ONL et I'INL) et la couche
plexiforme interne (entre entre I'INL et la GCL) sont les interfaces oul les échanges synaptiques entre
les différentes couches ont lieu. [Tiré de Graw et al., 2010]
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INTRODUCTION GENERALE

La rétine et d'une fagon plus générale I'ceil des vertébrés sont des structures complexes, qui
présentent un tres grand nombre de caractéristiques spécifiques a ce taxon. Son origine est
actuellement mal comprise. Cette thése s'inscrit dans une démarche évolution-développement qui vise
a reconstruire les grandes caractéristiques de son développement chez la lamproie, dont I'étude est
essentielle pour préciser I'état ancestral dans le taxon. L’introduction ci-dessous vise a (1) décrire les
grandes caractéristiques de I'ceil et de son développement chez les gnathostomes, (2) préciser I'apport
de la lamproie dans le domaine évolution-développement en général et (3) présenter les particularités

du développement de I'eeil chez cette espece.

I. Le développement de 1’ceil chez les gnathostomes

Ce paragraphe ne vise pas d une description exhaustive des mécanismes de développement de
l'ceil mais est centré (1) sur des caractéristiques générales conservées chez les gnathostomes, mais qui
présentent des différences notables avec la lamproie et (2) les processus de développement sur lesquels

mon étude chez la lamproie a été centrée.
I. A. Aspects morphologiques

I. A. 1. L’ ceil et 1a rétine adultes

L'ceil des gnathostomes est une structure complexe, dont les composants ont
plusieurs origines embryonnaires distinctes: épiderme de surface pour la cornée et le
cristallin, neuroectoderme pour la rétine, mésoderme ou cellules des crétes neurales pour les
différents muscles ciliaires ou oculaires. Sa structure générale, ainsi que sa composition et
son organisation cellulaire est bien connue et conservée chez les gnathostomes (cf. Figure 1).
Elle est composée d'une monocouche de cellules épithéliales pigmentées (rétine pigmentaire)
et de la rétine neurale qui comprend des cellules gliales (cellules de Miiller, astrocytes,
cellules microgliales) et cinq grands types de neurones (cf. Figure 1) :

e les photorécepteurs qui convertissent le signal lumineux en signal électrique. Ces
photorécepteurs peuvent étre classés en deux types, présents chez tous les gnathostomes
[Lamb, 2007] : les cones et batonnets, respectivement responsables de la vision photopique
(ou maculaire, qui permet la perception lumineuse) et de la vision scotopique (vision
périphérique caractérisée par une sensibilité a la lumiere élevée, adaptée aux faibles
niveaux de lumiere) ;

e les cellules bipolaires qui transmettent 1'influx nerveux vers les cellules ganglionnaires ;

e les cellules ganglionnaires, qui le transmettent vers le cerveau via leurs axones regroupés

dans le nerf optique ;

15
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Figure 2. Développement de la rétine. A. Evagination du diencéphale pour former la vésicule
optique. B. Contact de la vésicule optique et de ’ectoderme adjacent. La vésicule optique se subdivise
en RPE, rétine neurale et pédoncule optique putatifs. C. Formation de la cupule optique et
invagination de la placode cristalline. C’.L’'invagination ventrale de la vésicule optique géneére la
fissure choroide. D-E. Différenciation de la rétine précoce et mature, spécification du cristallin,
formation de la cornée. C: cornée; MS : mésenchyme; NR : rétine neurale; L : cristallin; LP :
Placode cristalline; LV : vésicule cristalline; ON : nerf optique; OS : pédoncule optique; OV ;
vésicule optique ; RPE : épithélium pigmenté ; SE : ectoderme de surface. [Tiré de Alder & Canto-
Soler, 2007]
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e les cellules horizontales et les cellules amacrines, interneurones qui modulent la
transmission de l'influx nerveux, ont un mode de transmission souvent qualifié
d’ « horizontal », par rapport au mode de transmission dit « vertical » impliquant les

photorécepteurs, cellules bipolaires et ganglionnaires.

Ces grands types cellulaires recouvrent en réalité une complexité beaucoup plus
importante et les analyses plus détaillées des morphologies cellulaires et des caractéristiques
biochimiques des neurones de la rétine mettent en évidence une diversité remarquable a
Iintérieur de certaines classes, cellules bipolaires, amacrines et ganglionnaires notamment
[Masland, 2001 ; Wassle 2004]. IIs présentent par ailleurs une organisation laminaire bien
caractérisée et conservée chez tous les gnathostomes, comprenant trois couches nucléaires et

deux couches plexiformes (cf. Figure 1).

I. A.2. La morphogenése précoce de la rétine

Le développement précoce de I'ceil implique une série continue de changements
morphologiques, tres conservés a 1'échelle des gnathostomes (cf. Figure 2). En ce qui
concerne la rétine, la premiere indication morphologique de sa spécification est I'apparition
de deux fosses optiques au niveau d'un territoire antérieur de la plaque neurale appelé le
champ optique. Lors de la fermeture du tube neural, elles apparaissent comme deux
évaginations au niveau du diencéphale. Suit la formation d’une vésicule qui entre en contact
avec I’ectoderme de surface.

Suite a une série d’inductions réciproques, l'ectoderme de surface adjacent a la
vésicule optique s’épaissit pour former la placode cristalline et la vésicule optique change de
conformation pour former par invagination la cupule optique. Cette invagination a lieu sur
toute la longueur du pédoncule optique jusqu’au point de jonction avec le tube neural. La
fissure optique (c'est-a-dire 1’'endroit ot les deux extrémités ne se sont pas encore rejointes)
se trouve alors du coté ventral de la rétine. Cette structure permet 'entrée de vaisseaux
sanguins dans I'ceil ainsi la formation d'un canal permettant le guidage physique des axones.

La rétine neurale et la rétine pigmentée présomptives se développent respectivement
a partir des territoires interne et externe de la cupule optique et deviennent
morphologiquement distinctes a ce stade. Les stades suivants sont marqués par la
prolifération rapide, la sortie progressive du cycle cellulaire puis la différenciation de
progéniteurs qui vont former la rétine neurale.

Dans sa partie la plus distale, la cupule optique contribue également a la formation
de structures non neurales de la chambre antérieure comme l'iris et le corps ciliaire qui
sécrete 'humeur aqueuse. Alors que l'iris est une synapomorphie des vertébrés, les
processus ciliaires, qui sont les structures sécrétrices du corps ciliaire et apparaissent comme

des replis épithéliaux caractéristiques, ne sont présents que chez les gnathostomes.
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Figure 3. Facteurs génétiques intervenant dans la formation du territoire optique. Un modeéle
simplifié de l'induction du champ de l'eil au sein de la plaque neurale antérieure (en bleu clair) est
présenté avec les principaux facteurs de transcription impliqués. En bleu et bleu foncé sont représentés

I'expression d’Otx2 et le champ de I'eil, respectivement. [Tiré de Graw, 2010]
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Figure 4. Régulation de la délimitation du RPE et de la rétine neurale. A. Les BMP exprimés
dans l'ectoderme de surface induisent Mitf dans la vésicule optique. B. La specification de la rétine
neurale est initiée par des signaux FGF provenant de I'ectoderme de surface. Chx10 est induit dans la
partie distale de la vésicule optique et permet d'inhiber Mitf et Otx2 dans cette région, subdivisant la
vésicule optique en RPE et rétine neurale présomptifs. C. L'expression de Mift est ensuite maintenue
dans le RPE par la signalisation BMP alors que l'expression de Chx10 dans la rétine neurale est
maintenue pas les FGF. [Tiré de Muller et al., 2007]
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I. B. Les mécanismes de développement: du champ de l'ceil a la cupule optique,

différenciation de la rétine neurale

De trés nombreuses études conduites chez les quatre organismes modeles principaux
des vertébrés (souris, poulet, xénope et poisson-zébre) ont permis d’identifier des
mécanismes de signalisation et les programmes génétiques qui jouent des roles importants
dans les différentes étapes du développement précoce de I'ceil, jusqu’au stade cupule
optique et dans la différenciation de la rétine neurale. Ce qui suit ne vise pas a une analyse
exhaustive mais a dégager des données bien soutenues, qui fournissent des références dans

les comparaisons effectuées avec la lamproie.

I. B. 1. Du champ de I'ceil a la cupule optique

Formation du champ de I'ceil. Le champ de l'oeil dont dérive la cupule optique est spécifié
des le stade plaque neurale par la co-expression d’un ensemble de facteurs de transcription
tels que Six3, Lhx2, tll, Optx2,Pax6, Tbx3/ET et Rx1/2/3 [Zuber et al., 2003]. Le role de ces
genes dans ce processus a été démontré a la fois par des analyses de type gain de fonction,
notamment chez le xénope et le médaka [Loosli et al 1999; Zuber et al., 2003], mais
également par des analyses de pertes de fonction [Carl et al., 2002 ; Lagutin et al. 2003 ; Loosli
et al, 2003 ; Philips et al, 2005 ; Stigloher et al, 2006]. Le controle génétique de leur expression
fait intervenir des réseaux en partie élucidés, impliquant notamment les genes Otx2 et Sox2
[Danno et al., 2008 ; cf. Figure 3] et des interactions entre les voies Wnt canonique et non
canonique [Fuhrmann, 2008]. La séparation du champ de I'ceil en deux primordia intervient
également trés précocement, sous l'influence de signaux sécrétés par la plaque préchordale
sous-jacente, comme Shh et Nodal dont I'inactivation conduit a des phénotypes cyclopiques
[Muller et al., 2000 ; Dick et al., 2000].

Formation de la cupule optique. La formation de la cupule optique et de ses différents
territoires (marge ciliaire, rétine neurale, rétine pigmentée présomptive) fait intervenir une
suite d’inductions réciproques bien décrites impliquant le neuroectoderme, I'ectoderme de
surface et le mésenchyme adjacents (cf. Figure 4). Des roles clefs dans la formation des
différents composants de la cupule optique ont ainsi été identifiés poutr les voies de

signalisation suivantes :

e FGEF : la transcription de Fgf8 est induite au niveau de la partie distale de la vésicule
optique quand celle-ci entre en contact avec I'ectoderme de surface et son expression
ectopique conduit & une expression des marqueurs de rétine neurale dans la région
proximale de la cupule optique. En accord avec un role essentiel de la voie FGF dans la
spécification de ce tissu, les souris Fgf8-/- présentent par ailleurs une expansion distale

de I'épithélium pigmentaire rétinien [Vogel Hopker et al., 2000 ; Zhao et al, 2001].
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Figure 5. Modéle pour les événements de régulation intervenant dans la régionalisation

dorso-ventrale de la vésicule optique. L'association d’une forte dose de Hh et de FGFR et d'une

faible concentration en acide rétinoique (AR) provoque la répression de Pax6 et induit ['expression de

Vax1, Pax2 et Vax2, menant a la spécification du nerf optique. Une forte concentration en AR ainsi

qu’une faible concentration en FGFR et en Hh répresse l'expression d’ET et induit l'expression de

Pax6 et Vax2 en absence de Vax1 et Pax2, permettant la spécification de la rétine ventrale. Enfin, la

signalization BMP inhibe Vax2 et induit la transcription de ET et Tbx5, menant a la spécification de

la rétine dorsale. De plus, la signalization AR tend a inhiber les signalisation Hh et FGFR, alors que
Hh et FGFR s’interactivent mutuellement. [Modifié de Lupo et al., 2005]
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e BMP: des signaux BMP, sécrétés par l'ectoderme de surface, sont essentiels a la
spécification et au maintien du RPE [Miiller et al 2007]. Cette voie est également
essentielle a la formation des marges ciliaires [Zhao et al., 2002].

e Wnt: I'inactivation conditionnelle de la B-caténine dans le RPE conduit a un défaut de
sa différenciation chez la souris [Westenkow et al, 2009]. La voie Wnt canonique est
également nécessaire a la formation des dérivés de la marge (iris, corps ciliaire) et elle
pourrait également étre impliquée dans le maintien des progéniteurs de la marge

ciliaire dans un état indifférencié [Fiihrmann, 2008].

Ces voies de signalisation conduisent également a une régionalisation des différents
composants de la cupule optique, qui adoptent des propriétés moléculaires et cellulaires
différentes. La régionalisation dorso-ventrale permet la distinction entre le pédoncule
optique et la vésicule optique (cf. Figure 5). Elle repose sur des activités de signalisation
ayant des effets opposés dans les territoires dorsaux et ventraux de la cupule optique,
comme la voie BMP d’une part et les voies Shh, FGF et de l'acide rétinoique d’autre part
[Adler and Canto-Soler, 2007 ; Lupo et al., 2005 ; Zhao et al ., 2010].

La régionalisation naso-temporale, qui joue un role crucial dans la détermination des
patrons de projection de la rétine vers le cerveau (voir chapitre 3 ci-dessous), repose quant a
elle sur des programmes génétiques antagonistes placés sous le controle de FGF8 dans la
région nasale et de la voie Wnt dans la région temporale [Picker & Brand, 2005 ; Takahashi et
al., 2009 : cf. Figure 6].

I. B. 2. La différenciation de la rétine neurale

Les modeéles proposés pour expliquer la formation des différents types cellulaires de
la rétine doivent rendre compte d'un ensemble relativement complexe d’observations telles
que :

e La génération des différents types cellulaires de la rétine suit un ordre temporel
conservé chez 1'ensemble des vertébrés [cf. Figure 7]. Cette séquence pourrait étre fixée
de fagon stricte a partir d'un progéniteur donné d’apres une analyse récente de lignage
cellulaire [Wong et Rapaport, 2009].

e Chez tous les vertébrés, la différenciation de la rétine suit un gradient du centre vers la
périphérie : elle est ainsi initiée dans un territoire ventro-nasal a proximité du nerf
optique chez le poisson-zébre et se propage progressivement dans le reste de la rétine
[Hu and Easter, 1999].

e Les progéniteurs sont multipotents et il n’existe pas de restriction progressive de leurs

potentialités au cours du développement de la rétine [Livesey and Cepko, 2001].
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Figure 7. Différenciation des types cellulaire au cours du temps chez la souris. L'ordre de

formation de chacun des types cellulaire est conservé au travers de
Pearson, 2008].

aussi l'arrét du cycle cellulaire. Un modeéle serait alors de dire que

l'évolution. [Tiré de Martins &

Figure 8. La différenciation
des cellules rétiniennes. A. La
signalization FGF induit la
différenciation des premiéres
cellules  ganglionnaires  par
U'activation d’Ath5. Ces cellules
différenciées sécrétent Shh qui
induit la différenciation des
cellules voisines. B. Chez le
poisson zebre, la signalization
Hh induit la mise en place d'une
horologe interne qui permet la
différenciation des neuroblastes d
un temps donné, indépendament
du contexte cellulaire. C. Chez la
souris, le Shh sécrété par les
cellules ganglionnaires induisent
la différenciation des
neuroblastes en cellules de
Muller et bipolaires et réprime la
formation de cellules
ganglionnaires précoces. D. La
signalization Shh stimule la
proliferation  cellulaire  mais

Shh induit la transition de cycles

cellulaires courts de neuroblastes immatures, permettant la production de cellules différenciées. Ces

différents modeéles ne sont pas exclusifs. [Tiré de Agathocleous & Harris, 2009]
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e [lIs sont capables de répondre a des signaux intrinseques (programmes génétiques
exprimés a un moment donné) et des signaux extrinseques sécrétés dans leur
environnement. De nombreux facteurs de transcription jouent ainsi des roles essentiels
dans la génération de certains types cellulaires [Ohsawa et Kageyama, 2008]. De la méme
facon, la mise en culture de progéniteurs prélevés a un stade donné en présence de
progéniteurs plus précoces ou plus tardifs influence leur devenir, ce qui montre
I'importance des signaux extrinseques [Belliveau and Cepko, 1999 ; Livesey and Cepko,

2001].

Le modele actuellement retenu pour rendre compte de ses observations propose que
les progéniteurs passent par des états successifs de compétence (déterminés par les
programmes génétiques qu’ils expriment a un moment donné), pendant lesquels ils sont
capables de générer un nombre limité de type cellulaire, sous le controle de facteurs
extrinseques [Livesey & Cepko, 2001 ; Agathocleous & Harris, 2009]. Les analyses détaillées
dont les mécanismes de prolifération et de différenciation de la rétine ont permis de
caractériser un grand nombre d’acteurs impliqués dans ces processus. Elles laissent
cependant ouvertes de trées nombreuses questions. Ainsi, les voies FGF et Shh sont
impliquées dans la différenciation des cellules ganglionnaires et des roles clefs de ces
signaux dans l'initiation de la différenciation de la rétine puis sa propagation ont été
proposés. Les mécanismes précis mis en jeu restent cependant mal connus et font
actuellement I'objet de plusieurs modéles [Agathocleus & Harris, 2009 ; cf. Figure 8].

De la méme fagon, il est clair qu'un grand nombre de facteurs de transcription ou
molécules de signalisation, tels que Ath5, Chx10 ou Shh impliqués dans la différenciation de
la rétine sont également impliqués dans le contrdle de la prolifération cellulaire. Toutefois,
les relations entre ces deux processus restent mal comprises.

Enfin plusieurs analyses mettent en évidence l'implication de modifications
épigénétiques dans le controle de la prolifération et de la différenciation dans la rétine. En
effet, les remaniements chromatiniens permettent ou empéchent la transcription de genes

impliqués dans ces processus. Cependant, ce champ reste encore tres peu exploré.
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Figure 9. Les yeux simples et composés chez les métazoaires. A. Les structures visuelles
possédant une chambre unique : (1) le bouton optique permettant de distinguer 'ombre ou la lumiére
(annélides et mollusques), (2) ceil avec un cristallin sphérique (poissons, céphalopodes et mollusques),
(3) @il avec une cornée (vertébrés terrestres et araignées) et (4) ceil avec un miroir concave
(crustacées). B. Les structures visuelles composées : (1) l'eeil basique ou les photorécepteurs sont
entourés de cellules pigmentées (vers polychaete et étoiles de mer), (2) ceil composé en apposition
(insectes diurnes et crustacées), (3) eeil en superposition réfractant (insectes nocturnes et crustacées)
et (4) eil en superposition réfléchissante (homards et décapodes). La distribution de ces différentes
architectures n’est pas monophylétique : dans un méme embranchement, il est possible de trouver des
architectures visuelles totalement différentes. [Modifié de Land, 2005]
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IL. Origine et diversification des organes photorécepteurs chez les métazoaires

La question de I'homologie de I'ceil chez les métazoaires a fait l'objet d'innombrables débats.
En effet, il a longtemps été supposé que I'ceil avait évolué de facon indépendante dans les différents
phylums. Avec les premiéres caractérisations des réseaux génétiques controlant le développement de
U'ceil, cette idée a cependant été remise en question par la mise en évidence de conservations
inattendues entre des especes aussi éloignées que la drosophile et la souris [Nilsson, 2004]. Les
approches ciblées sur les caractérisations moléculaires détaillées de types cellulaires et prenant en
compte des spectres d’espéces larges fournissent des outils puissants pour résoudre ce paradoxe. Elles
conduisent aujourd’hui a des scénarios évolutifs testables quant a ['évolution des organes
photorécepteurs chez les métazoaires et en particulier, quant a l'origine de la rétine complexe des

vertébrés.

II. A. La question de ’homologie des yeux : de 1’organe a la cellule

II. A. 1. Des conservations inattendues des mécanismes de développement

Selon les vues traditionnelles des zoologistes, 1'évolution d’yeux complexes n’a pu
s'effectuer que de fagon indépendante entre les grands groupes de métazoaires,
protistomiens et deutérostomiens par exemple [Treissman, 2004; Nilson, 2004, Land &
Nilsson, 2002]. Ce point de vue est fondé sur la diversité des organes visuels observés chez
les bilatériens et les variations observées de mémes groupes d’especes relativement proches
[Arendt & Wittbrodt, 2001 ; Erclick et al., 2009 ; cf. Figure 9]. Il existe également des
similitudes apparentes parfois tres spectaculaires mais clairement liées a des convergences.
Le cristallin en fournit un excellent exemple. Ainsi, les protéines qui le composent, les
critallines, sont des enzymes métaboliques n’ayant aucun lien d’apparentement les unes avec
les autres [Piatigorsky, 1998 ; Land, 2005]. Seule leur propriété a réfracter la lumiere leur a

permis d’étre recrutées et accumulées dans cette structure spécialisée [Fernald, 2000].

Dans ce contexte, la démonstration que le développement de I'ceil impliquant des
programmes génétiques trés conservés chez les bilatériens a constitué une énorme surprise.
La premiére indication a été la comparaison de Pax6 de la souris avec les genes ey (eyeless) et
toy (twin of eyeless) de la drosophile. Ces genes sont clairement apparentés les uns aux autres
par leur homéodomaine et leurs régulations en cis et en trans sont également identiques chez
ces deux espéces [Quiring et al., 1994 ; Niimi et al., 1999 ; Kumar, 2009 ; Lynch & Wagner,
2010]. Ces facteurs sont exprimés dans les territoires optiques chez ces deux especes, ainsi
que chez de nombreux bilatériens [Callaerts et al., 1997 ; Glardon et al., 1997, 1998 ; Gehring
& Tkeo, 1999 ; Arendt & Wittbrodt, 2001] et leur absence provoque la perte des yeux

[Gehring, 2005; Matsuo et al., 1993]. Ces similitudes s’étendent également aux réseaux
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Figure 10. Constitution schématique des cellules photoréceptrices rhabdomériques et
ciliaires. A. Les cellules rhabdomériques sont reconnaissables par leurs nombreux microvili apicaux.
La transduction de l'information lunmieuse est initiée par une opsine de type rhabdomérique, associée
a une protéine Gq ; ceci mene a la dépolarisation de la membrane. B. Les cellules ciliaires étendent de
nombreuses membranes a partir d'un cil modifié. La tranduction du message lumineux dans ces
cellules est véhiculé par une opsine de type ciliaire, associée a une protéine Gt, qui, lorsqu’elles sont

activée, permettent la dépolarisation de la membrane. [modifié de Arendt et Wittbrodt, 2001].
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Figure 11. Distribution phylogénétique des photorécepteurs ciliés (en blanc) et

rhabdomériques (en gris) chez les bilatériens. Les deux types cellulaires sont présents dans tous
les grands embranchements, confirmant le fait qu’Urbilateria, I'ancétre commun a tous ces taxons,
possédait déja les éléments nécessaires a ’obtention de ces deux types cellulaires.

[modifié de Arendt & Wittbrodt, 2001]
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génétiques entiers puisque les éléments du module Pax6/Eya/Six/Dac se retrouvent a la fois
chez la drosophile et les gnathostomes [Erclick et al., 2009 ; Vopalensky & Kozmik, 2009]. De
la méme facon, d’autres modules génétiques ont été conservés, tels que celui impliquant le
morphogene HedgeHog (Hh) au cours de la vague de différenciation des précurseurs
rétiniens dans le champ optique [Neumann & Nuesslein-Volhard, 2000 ; Donner & Maas,
2004]. En effet, que ce soit chez la drosophile ou chez les gnathostomes, les éléments et
mécanismes impliqués lors de la progression de cette vague de différenciation neurale sont
en partie conservés.

Ainsi, la grande conservation de ces modules chez deux taxons phylogénétiquement
tres éloignés suggere tres fortement une homologie des réseaux et interactions génétiques
impliqués dans le développement de l'oeil a 1'échelle des bilatériens. Toutefois, cela
n’implique pas forcément une homologie a 1’échelle des organes. Il est en effet clair que des
modules génétiques entiers peuvent étre recrutés de fagon indépendante dans différents
territoires sans que cela n'implique des homologies d’organes [Harris et al., 2002]. Dans le
cas de I'ceil, selon les hypotheses qui prévalent actuellement, les conservations observées de
ces réseaux génétiques pourraient étre liées a des roles ancestraux tres conservés, par
exemple dans la différenciation cellulaire ou la détermination de phénotypes cellulaires
particuliers, comme I'expression des opsines. Ces mécanismes anciens, permettant
initialement la différenciation cellulaire, auraient été recrutés, de fagcon indépendante dans
différents taxons, dans des processus de morphogenese [Pichaud et Desplan, 2002 ; Pichaud
et al., 2001 ; Vopalensky & Kozmik, 2009]. Ces conclusions conduisent aujourd’hui a cibler
les comparaisons sur des recherches d’homologies entre types cellulaires et non plus a

I’échelle de I'organe.

II.A. 2. Une approche cellulaire de I’évolution de 1’ceil

L’idée selon laquelle les conservations des mécanismes entre drosophile et souris
refletent des mécanismes anciens de différenciation cellulaire est actuellement généralement
admise. La question de ’homologie des organes visuels fait donc place aujourd’hui a un
champ d’investigation intense, visant a préciser la composition cellulaire des organes visuels
(définis comme pouvant percevoir la lumiére et sa direction) chez le dernier ancétre commun
des bilatériens, ou des métazoaires. Ces travaux reposent sur l'étude comparée des
programmes génétiques controlant le développement des organes visuels chez un spectre
large d’espéces, comprennant par exemple 1’annélide Plathynereis dumerilii, dont I'étude s’est
avérée particulierement fructueuse [Arendt et al.,, 2004], mais également des cnidaires
[Kozmik et al., 2008 ; Suga et al., 2008].
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Figure 12. Répartition des types cellulaires dans les structures optiques : compraraison entre

les gnathostomes (A) et les annelides (B). nsc : nucleus suprachiasmaticus ; pin : glande pinéale ;
ret : rétine ; RGC : Retinal Ganglionnar Cells ; cPRC : ciliairy PhotoReceptor Cells [Tiré de Arendt

et al., 2008]
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Figure 13. Origine des systémes
visuels des bilatériens - Modeéle
1. A. Ce modele met en jeu deux
populations distinctes de
photorécepteurs  chez  I'ancétre
commun des bilatériens : les
cellules rhabdomeériques (en rose)
sont localisées dans les structures
optiques alors que les
photorécepteurs ciliaires (en vert)
sont présentes dans le cerveau. La
lignée des arthropodes aurait
conservée cette configuration alors
que l'ceil des wvertébrés aurait
évolué a partir des cellules du
cerveau. B. La rétine des vertébrés
est une structure composite
constituée a la fois de cellules
ciliaires  (photorécepteurs) et
rhabdomériques (cellules
ganglionnaires).  Les  cellules

ganglionnaires, horizontales et

amacrines seraient d’origine rhabdomérique alors que les cellules bipolaires et les photorécepteurs

seraient d’origine ciliaire. [Tiré de Erclik et al., 2009]
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Deux notions émergent actuellement sur la base de ces travaux :
(1) la comparaison des organes visuels a 1'échelle des bilatériens suggere que 1'ceil ancestral
était vraissemblablement composé d'un trés petit nombre de cellules, parmi lesquelles des
cellules pigmentées et des cellules photoréceptrices (les premiéres jouant un role essentiel
pour détecter la direction de la lumiere). Deux types de photorécepteurs, rhabdomériques et
ciliaires, différant par leur morphologie, leur mécanisme de transduction et les programmes
génétiques contrdlant leur différenciation, existaient également chez I'ancétre commun des
bilatériens (cf. Figure 10 et 11). La séparation de ces deux types cellulaires pourrait méme
avoir précédé la séparation entre bilatériens et cnidaires [Suga et al., 2008]. Les cellules
ciliaires sont situées au niveau du systeme nerveux chez les protostomiens alors que chez les
gnathostomes, elles sont présentes dans les organes photorécepteurs (yeux et glande
pinéale). Au contraire, les cellules rhabdomériques sont toujours retrouvées au niveau des

structures optiques [Arendt, 2008 ; cf. Figure 12].

(2) I'évolution des cellules de I'ceil s’est faite par spécialisation de différents types cellulaires
a partir de d’un petit nombre de cellules ancestrales multifonctionnelles, capables de détecter
la lumiére et sa direction, mais également d’induire des déplacements phototactiques. Ces
cellules ancestrales devaient donc déja contenir les éléments de bases de la perception
lumineuse : les opsines et la voie de transduction du message nerveux qui leur est associée,
ainsi que les granules de pigments. Ce type de cellule photosensible existe chez la larve de
I'éponge Reneira ou la larve planula de la cnidaire Tripedalia cystophora [Leys & Degnan,
2001; Nordstrom et al, 2003; Arendt et al, 2009]. De plus, les cils des cellules
photoréceptrices pourraient étre un vestige de cils locomoteurs présents sur la cellule
ancestrale, comme c’est toujours actuellement le cas chez des eucaryotes unicellulaires ou les

larves aquatiques d’invertébrés [Jekely, 2009 ; Arendt et al., 2009].

II. B. Des scénarios évolutifs encore controversés

La composition cellulaire précise de 1'ceil ancestral des métazoaires, les premiéres
étapes de son évolution ainsi que les scénarios évolutifs ayant conduit a la diversité des
organes observés dans les différents taxons sont loin d’étre clairs. Deux modeles distincts,
qui impliquent des origines assez différentes pour les différents types cellulaires de la rétine

des vertébrés, dominent actuellement le champ thématique.

II. B. 1. Modele 1: des organes ancestraux distincts comportant des photorécepteurs

rhabdomériques ou ciliaires

Le premier postule que les cellules ganglionnaires des vertébrés et les cellules
photoréceptrices des insectes sont apparentées [Arendt et al., 2003, 2004]. Cette hypothese

s’appuie sur deux types d’arguments. Tout d’abord, les programmes génétiques qui
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Figure 14. Origine des systémes visuels des bilatériens - Modéle 2. Dans ce modéle, le systéme
visuel ancestral contient a la fois des cellules ciliaires (en bleu) et rhabdomériques (en rose), connectées
en amont de la premiere série d'interneurones (en vert) ; la deuxieme série d'interneurones (en rouge)
projete vers le systeme nerveux. Dans les lignages menant aux vertébrés et aux arthopodes, un seul

type de photorécepteurs a été conservé dans les structures optiques. [Tiré de Erclik et al., 2009]
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contrdlent la différenciation de ces deux types cellulaires présentent des similitudes. Ils
impliquent ainsi l'activité de facteurs de transcription tels que Pax6/ey et Math5/ Atonal au
cours de leur formation et, dans les deux cas, ces cellules sont les premiéres a se différencier,
lors d'une vague de différenciation initiée par Hh [Pichaud et al., 2001 ; Donner & Maas,
2004]. De plus, la voie de transduction du message lumineux, en aval de ces opsines, est la
méme [Isoldi et al., 2005].

Les cellules rhabdomériques et ciliaires sont présentes dans des organes distincts chez
la plupart des métazoaires étudiés (amphioxus, ascidie, annélides; cf. Figures 12 et 13)
[Lamb, 2007]. Ce scénario pose donc la question de leur regroupement dans la rétine des
vertébrés. Une possibilité serait que les cellules ciliaires pourraient avoir envoyé des
projections synaptiques vers les cellules de type rhabdomérique. Chez la myxine, c’est
effectivement ce que 'on observe : les photorécepteurs ciliaires sont en connexion directe
avec des cellules ganglionnaires dans la rétine [Holmberg et al., 1977]. Ces cellules ciliaires et
rhabdomériques se seraient ensuite diversifiées pour former les neurones intermédiaires,

composant la rétine de la lamproie et des gnathostomes.

II. B. 2. Modele 2: un ceil ancestral élaboré comportant a la fois des photorécepteurs

rhabdomériques et ciliaires

Le second modele a été proposé par I'équipe d’Erclik et est basé sur le fait que les
premiers et deuxiémes interneurones des structures optiques de drosophile et des vertébrés
sont apparentés (cf. Figure 18). En effet, les cellules bipolaires et les cellules ganglionnaires
de vertébrés expriment les mémes facteurs de transcription que le lobe transmédulaire et le
complexe lobulaire, respectivement, de la drosophile [Erclik et al., 2008, 2009].

Selon ce modele, I'ancétre commun des bilatériens aurait possédé un organe
possédant a la fois des cellules rhabdomériques et ciliaires, ainsi que des neurones
intermédiaires spécialisés, permettant de relayer les informations nerveuses jusqu'au
cerveau. Suivant cette hypothese, les cellules ciliaires auraient disparu de l'organe visuel
dans la lignée menant aux arthropodes et, dans la rétine des vertébrés, les cellules
rhabdomériques se seraient incorporées aux intermédiaires neuronaux secondaires (tel que le
mentionne le premier modele) ou auraient été perdues. Cependant, il existe tres peu
d’espéces contenant dans leurs organes visuels a la fois des cellules ciliaires et des cellules
rhabdomériques (hors cellules ganglionnaires) [Eakin & Brandenburger, 1980 ; Nilsson &
Arendt, 2008].
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Figure 15. Phylogénie des deutérostomiens. L’embranchement des deutérostomiens est
composé des vertébrés et des prochordés (urochordés, céphalochordés et échinodermes).
Parmi les vertébrés, cet embranchement est divisé en deux: la lignée des cyclostomes
(lamproie et myxine) et le lignée des gnathostomes. Ce dernier est lui-méme composé de deux
taxons : les chondrichtyens (requins, chimeres et raies) et les ostéichtyens (parmi lesquels on

trouve les actinoptérigiens, les amniotes et les amphibiens).
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Ces deux modeles ne sont cependant pas exclusifs. En effet, dans les deux cas il est
possible que les interneurones secondaires dérivent des cellules rhabdomériques et ciliaires.
Ces neurones se seraient spécialisées dans I'analyse du signal lumineux et auraient perdu
leur capacité a détecter la lumiere [Erclik et al., 2008 ; Nilsson & Arendt, 2008]. Cependant,
seule I'étude plus poussée sur les facteurs moléculaires impliqués et sur un nombre d’espece

plus important serait nécessaire pour clarifier ce débat.

III. Origine de la rétine chez les vertébrés : intéréts de la lamproie

Du fait de sa position phylogénétique et de ses caractéristiques morphologiques et
physiologiques, la lamproie suscite actuellement un intérét croissant pour comprendre I'origine des
vertébrés. La structure de la rétine adulte et son développement présentent des différences notables
entre cette espéce et les gnathostomes, ce qui conduit a se poser la question de I’état ancestral de

'organe avant la séparation entre cyclostomes et gnathostomes.

III. A. Intérét du modele lamproie dans le domaine évolution-développement chez les

vertébrés

III. A. 1. Caractéristiques générales

Les lamproies appartiennent aux cyclostomes (ou agnathes), ainsi nommées de par
leur bouche « ventouse », sans machoires, formée par des cercles concentriques de dents. Les
cyclostomes comprennent deux groupes, séparés depuis plus de 500 millions d’années : les
myxines et les lamproies (cf. Figure 15) et constituent le groupe frere des gnathostomes (ou
vertébrés a machoires). Longtemps débattue, leur monophylie est aujourd’hui largement
admise, étant soutenue par comparaison des séquences d’ARN ribosomal (18S et 28S), de
séquences protéiques et d"”ADNCc [Stock & Whitt, 1992 ; Mallatt & Sullivan, 1998 ; Kuraku et
al., 1999; Kuraku & Kuratani, 2006; Mallatt & Winchell, 2007]. Malgré une faible
représentation numérique (moins de 100 espéces), ce groupe occupe une position
phylogénétique clef et son étude est indispensable pour préciser les grandes caractéristiques

du dernier ancétre commun a I’ensemble des vertébrés.

Une limitation majeure pour 1'étude du développement embryonnaire des myxines
est la difficulté a obtenir des ceufs. Seul le laboratoire de Shigeru Kuratani a réussit a
résoudre ce probléme dans un passé récent mais, méme dans ce cas, la quantité d’ceufs
obtenus reste tres faible (de 'ordre de quelques dizaines par an) [Ota & Kuratani, 2008].

La plupart des études de type évolution-développement conduites chez les
cyclostomes portent donc sur les lamproies. Celles-ci comprennent environ 38 especes, dont

les grandes caractéristiques étaient déja fixées au Cambrien inférieur comme en témoignent
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Figure 16. Cycle de vie de la lamproie Petromyzon marinus.
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Figure 17. Développement embryonnaire de la lamproie
Petromyzon marinus. En rouge, la période de segmentation
représentér par les stades 5 et 9. En bleu, la gastrulation représentée
par le stade 14 avec une vue du blastopore (a) et une vue latérale (b).
En vert, la neurulation est resprésentée par le stade 19 avec une vue
de la goutiere neurale (a) et une vue latérale (b). En jaune, les stades
au cous desquel a lieu I'organogenese : au stade 21, la téte protrude et
le tube neural se ferme; au stade 23, les somites se forment et la
vésicule otique est visible ; au stade 24, la cavité cardiaque et les
fentes branchiales apparaissent, c’est également le moment de
I'éclosion ; au stade 25, le cceur bat et la nageoire dorsale se forme ; au
stade 26, la prolarve peut nager et devient pigmentée. [Tables de Y.
Tahara, 1988]



les données fossiles [Gess et al., 2006]. Elles forment un groupe monophylétique et sont
regroupées en trois sous-familles: les geotriinés (a laquelle appartient Geotria australis,
présente dans I'hémisphére Sud), les mordaciinés et les petromyzontidés (auxquels
appartiennent les Lampetra fluviatilis, Lethenteron japonicum, ainsi que Petromyzon marinus).
L’espece Petromyzon marinus tend actuellement a s'imposer comme modeéle de référence, du
fait de son abondance, en Amérique du Nord comme en Europe, et de la relative facilité
a obtenir des embryons en quantité importante.

La lamproie P. marinus est une lamproie de grande taille (jusqu’a Im 20), qui possede
un disque buccal pourvu de dents cornées, des yeux pairs apparents chez l'adulte (alors
qu’ils restent enfouis sous une couche mésenchymateuse chez la myxine) et deux nageoires
dorsales distinctes. Il s’agit d'une espece migratrice, qui vit en mer mais se reproduit en eau
douce, avec un cycle de vie de plusieurs années (cf. Figure 16). La fécondation de I'ceuf est

externe et les divisions de I'ceuf sont totales. Le développement comprend plusieurs phases :

e une phase embryonnaire d’environ 2 semaines pendant laquelle I’organogenese a lieu
(cf. Figure 17) ;

e une phase prolarvaire d’environ 3 semaines, au cours de laquelle les réserves

vitellines sont absorbées ;

e une phase partie larvaire d’environ 5 ans. La larve est alors enfouie a la surface des
sédiments a proximité des sites de ponte et se nourrit par filtration. A l'issue de cette
phase a lieu la métamorphose au cours de laquelle des changements majeurs comme
I'apparition du disque buccal et la différenciation des structures olfactives et de 1'ceil

ont lieu.

A Tissue de cette phase, la lamproie marine migre en mer, ou elle grandit avec une
activité de prédation active pendant un a deux ans. La reproduction se fait aprés une

seconde migration en riviere jusqu’aux frayeres.

III. A. 2. Une espéce modéle en cours d’établissement: outils moléculaires et

fonctionnels

L’intérét suscité par la lamproie et notamment P. marinus s’est concrétisé avec la mise
en place de ressources moléculaires a haut débit. Un séquencage du génome avec une
couverture d'un facteur 59 a été mis en oeuvre par le Joint Genome Institute, qui a
également effectué un assemblage préliminaire, I'annotation ayant été réalisée par le
consortium européen Ensembl (http://pre.ensembl.org). L’assemblage actuellement
disponible consiste en une série de 310 000 contigs d"une taille moyenne de 2,6kb.

Ces données ont conduit a une premiere estimation en taille du génome, qui aurait

une taille de 0,8 milliard de paires de bases. Ceci pourrait constituer une sous-estimation
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assez large. En effet, le séquencage a été effectué a partir d’ADN de tissu somatique prélevé
chez un adulte. Or, il a été récemment démontré que le génome de lamproie subit au cours
du développement précoce des réarrangements majeurs, qui conduisent a I'élimination de
séquences en quantité significative [Smith et al., 2009]. Les estimations sur la taille et le
nombre de génes chez la lamproie restent donc vraisemblablement entachées d’erreur. Sa
disponibilité s’avere cependant d’ores et déja un outil important pour la compréhension du
génome ancestral des vertébrés et de ses innovations, comme par exemple 1'apparition de
nouvelles familles de micro-RNAs, de familles multigéniques ou de séquences non-codantes
conservées étendues [Heimberg et al., 2008; McEwan et al., 2009 ; Libants et al., 2009 ; Kerner
et al., 2009].

Les ressources moléculaires disponibles comprennent également une banque de BAC,
construite par le CHORI (Children’s Hospital Oakland Research Institute) a partir de cellules
sanguines de lamproie P. marinus (http:/ /bacpac.chori.org). Cette banque comprend plus de
250 000 clones d"une taille moyenne de 113 kb et la couverture du génome est de 13,9. Plus
récemment, une deuxieme banque de BACS a été construite, cette fois a partir de cellules
germinales afin de fournir un accés au génome avant les réarrangements somatiques
mentionnés plus haut [Smith et al., 2010]. Cette banque fournit une couverture du génome de
10, avec 170 000 clones d’une taille moyenne de 140kb.

Nous avons également construit dans le laboratoire des banques d’ADNc
embryonnaire, larvaire (région céphalique) et adulte (cerveau), a partir desquelles 150 000
ESTs ont été séquencés par le Génoscope d’Evry. Les séquences correspondantes sont clonées

et les collections de clones recombinants disponibles sur microplaques conservées a -80°C.

En ce qui concerne les ressources biologiques, plusieurs laboratoires obtiennent tres
régulierement des pontes. Celles-ci sont saisonniéres et elles s’étalent sur une période
d’environ un mois en début d’été. L'embryon se développe en laboratoire jusqu’aux stades
prolarvaires inclus et est donc accessible a I’'expérimentation pendant ces stades.

Le développement des techniques expérimentales ou fonctionnelles, adaptées des
techniques utilisées chez le xénope ou le poisson zebre, a progressé rapidement au cours des
dernieres années. Le marquage cellulaire par injection de Dil, des expériences de pertes de
fonctions par injection de d’oligonucléotides antisens de type morpholinos et des traitements
pharmacologiques, ont ainsi été réalisés, principalement dans le laboratoire de M. Bronner-
Fraser (Caltech) [McCauley et al., 2006 ; Sauka-Spengler et al., 2007].

IIL. A. 3. Apport au domaine évolution-développement

En tant que représentante du groupe frere des gnathostomes, la lamproie présente un

intérét majeur pour préciser les programmes génétiques contrdlant le développement du

37



amphioxus

Hh/Shh
brain

expression

lamprey

forebrain

mouse

Figure 18. Evolution de la régionalisation du cerveau chez les chordés. Ce diagramme permet de
visualiser les différentes acquisitions (en gris) qui ont eu lieu au cours de I'évolution des chordés, via

l'organisation du cerveau et 'expression de Shh/Hh (en rouge) chez I'amphioxus, la lamproie et la
souris. [tiré de Osorio et al., 2005]
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dernier ancétre commun a l'ensemble des vertébrés. Ces études s’inscrivent donc dans une
démarche trés générale de macroévolution, qui vise a reconstituer les grandes
caractéristiques génomiques et moléculaires ancestrales, présentes a chaque grand nceud de

I'arbre des métazoaires.

L’évaluation des conservations entre la lamproie et les organismes modeles des
vertébrés a de ce fait été largement ciblée sur des processus correspondant a des
synapomorphies des vertébrés, comme les différentes étapes de formation des crétes
neurales, la régionalisation du cerveau antérieur, la formation des différents compartiments
cardiaques ou la spécification des appendices impaires (nageoires impaires) [Murakami et
al., 2001 ; Freitas et al., 2006 ; Sauka-Spengler et al., 2007]. Ces études ont permis de mettre en
évidence un ensemble d’interactions génétiques retrouvées chez les cyclostomes et les
gnathostomes, et donc présentes chez le dernier ancétre commun des vertébrés. Leurs bases

génomiques sont actuellement un enjeu majeur de 1'étude comparative des génomes.

Elles ont également permis de mettre en évidence des différences dans ces
programmes entre cyclostomes et gnathostomes. Ainsi, aucune expression du gene Shh n’est
détectable dans la partie ventrale du télencéphale chez la lamproie, alors que chez les
gnathostomes, ce site d’expression est conservé [Osorio et al., 2005 ; cf. Figure 18]. Dans
certains cas, ces différences fournissent une interprétation moléculaire de diversifications
morphologiques majeures observées entre cyclostomes et gnathostomes. Les génes de la
famille DIx présentent des différences entre ces deux groupes dans leurs caractéristiques
d’expression, qui pourraient étre liées a 'acquisition de la machoire [Neidert et al., 2000 ;
Depew et al., 2002 ].

La méme démarche dans le domaine de la physiologie a conduit a des avancées
déterminantes dans la compréhension de l'origine de l'immunité adaptative chez les
vertébrés. En effet, des cellules de type lymphocyte T (VLRA+) et lymphocyte B (VLRB+) ont
été caractérisées chez la lamproie et pourraient présenter un intermédiaire évolutif de

I'immunité adaptative [Guo et al., 2009].

Dans toutes ces études, il est a noter que considérer a priori la lamproie comme
représentative de 1'état primitif chez les vertébrés est une démarche gradiste et sans
fondement. Dans certains cas cependant, la comparaison avec un groupe externe suggere la
conservation chez la lamproie de caracteres primitifs, perdus chez les gnathostomes
(I'inverse étant également tout a fait concevable). Ainsi, 'étude du développement de la
glande thyroidienne chez la lamproie fournit de nouvelles hypothéses quant aux modalités
de l'évolution de l'organe chez les vertébrés. En effet, la larve de lamproie présente un
endostyle (structure du plancher pharyngien) qui rappelle un organe également présent chez

les chordés non-vertébrés comme l'amphioxus. Au cours de la métamorphose de la
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Figure 19. Représentation schématique des types de photorécepteurs chez les vertébrés. A.
L'unique cellule photoréceptrice chez la lamproie Mordacia mordax. B. Les photorécepteurs long et
court chez la lamproie de Petromyzon marinus. C. Les cing types de photorécepteurs chez Geotria
australis. Des pigments myoides (en jaune) sont présents dans trois de ces sous-classes. D. Les
quatres photorécepteurs chez la raie géante Rhinobatos typus (chondrichtyen). E. Les cing
photorécepteurs présents chez le dipneuste Neoceratodus forsteri (osteichtyen). L'identité des
récepteurs (cones/batonnets) ont été déterminés sur la base de la morphologie cellulaire ainsi que
sur les données moléculaires et spectrales. C: cone; R : batonnet ; C/R : hybride entre les deux
types de récepteurs ; dm : mitochondries distendues ; e : ellipsosome ; m mitochondrie du segment
interne ; n : noyau ; od : goutelette lipidique ; os : segment externe ; yp : pigments jaunes. [Collin
et al., 2009]



lamproie, cette structure se transforme en glande thyroidienne trés semblable a celle des
gnathostomes [Kluge et al., 2005]. Ces données soutiennent I'hypothese d’une homologie

entre 'endostyle observés chez les céphalocordés et la glande thyroide des vertébrés.

III. B. L’ceil et son développement chez la lamproie : intérét dans le domaine évolution-

développement

Comme développé dans la partie II, les comparaisons a trés grande échelle évolutive
ont conduit a de nouvelles hypotheses quant a I'origine des différents types cellulaires de la
rétine des vertébrés ; cependant, 1'origine de cet organe reste mal comprise. La reconstruction
de l'état ancestral des vertébrés peut contribuer a cette compréhension. L'étude d'un

cyclostome est indispensable dans une telle démarche.

III. B. 1. La rétine adulte

L'ceil adulte de la lamproie est d'une facon générale trés similaire a celui des
gnathostomes. En effet, il est lui aussi constitué d’'une rétine inversée, d'un iris, d'un
cristallin et de muscles extra-oculaires [Lamb et al., 2007]. Comme celle des gnathostomes, la
rétine présente une organisation laminaire avec 5 grands types de neurones:
photorécepteurs, cellules ganglionnaires, cellules bipolaires, cellules horizontales et cellules
amacrines [Rubinson & Cain, 1989 ; Fritzsch & Collin, 1990].

Toutefois, des différences importantes peuvent étre également notées. Tout d’abord,
il existe deux types de photorécepteurs : des photorécepteurs longs et des photorécepteurs
courts. L’appartenance de ces photorécepteurs a I'un des types cellulaires connus chez les
gnathostomes (cones ou batonnets) a été et reste encore controversée [Ohman, 1971 ; Dickson
& Graves, 1979 ; Tonosaki et al., 1989 ; Collin et al., 1999 ; Collin & Trezise, 2004 ; Collin et al.,
2009]. En effet, ces deux types de photorécepteurs ont une morphologie cellulaire qui
rappelle a la fois celles des cones et des batonnets des gnathostomes : une continuité des
disques du segment externe avec la matrice extracellulaire (cones), la présence d’inclusions
membranaires avec le RPE et une membrane plasmique recouvrant la surface des disques du
segment externe (batonnets) [Ohman, 1976 ; Dickson & Graves, 1979 ; Collin et al., 2009].

Au niveau moléculaire, ces photorécepteurs longs et courts expriment deux types de
transducines : la protéine Gyi, exprimée dans les photorécepteurs longs, et la protéine Gyts,
exprimée dans les photorécepteurs courts [Muradov et al., 2008]. Alors que la séquence de
Gats se groupe avec les transducines de types batonnets, la séquence de Gt s’aligne aussi
bien sur celles de transducines de type cone et batonnet. Enfin, plusieurs opsines différentes
ont été caractérisées chez Geotria australis et chez Petromyzon marinus [Collin et al., 2003 ;

Davies et al., 2007 ; Davies et al., 2009, Collin et al, 2009] mais leurs caractéristiques
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Figure 20. Représentation schématique des rétines de lamproies et de gnathostomes;
positionnement des cellules ganglionnaires et de leurs projections axonales. Chez la lamproie,
74% des cellules ganglionnaires sont de type CECG et 26% sont de type CICG. Chez les
gnathostomes, seules 1% des cellules ganglionnaires sont localisées dans I'INL, les autres étant
uniquement localisées dans la GCL. a : axone; ap : projection ascendente d’origine inconnue; bg :
cellule ganglionnaire biplexiforme ; e : projection efferente ; g : cellule ganglionnaire ; GCL : couche de
cellules ganglionnaires ; HC : cellules horizontales ; IGCL : couche interne de cellules ganglionnaires ;
IHC : cellules horizontales internes ; INL : couche nucléaire interne ; OFL : couche de fibres optiques ;
OGCL : couche externe de cellules ganglionnaires; OHC : cellules horizontales externes; ONL :
couche nucléaire externe; OPL : couche plexiforme externe; P : photorécepteurs; PE : épithélium
pigmenté ; SPL : couche plexiforme superficielle. [Tiré de Fritzsch & Collin, 1990].
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biochimiques ne les apparentent pas clairement a des opsines de type batonnets ou cones.

Leur expression reste par ailleurs a étudier de fagon détaillée dans la rétine.

Une autre différence notable concerne la lamination de la rétine adulte. Alors que
chez les gnathostomes les cellules ganglionnaires sont restreintes a I'INL exclusivement, chez
la lamproie, il est possible de discerner deux populations: les CECG (pour les Cellules
Ganglionnaires de la Couche Externe), localisées classiquement dans I'INL et les CICG (pour
Cellules Ganglionnaires de la Couche Interne), situées dans la couche plexiforme interne
[Rubinson & Cain, 1989 ; Vesselkin, 1989 ; de Miguel et al., 1989 ; cf. Figure 20]. De méme ;
chez la lamproie, il existe deux populations de cellules horizontales : externes (OHC) et
internes (IHC), séparées physiquement par une couche plexiforme alors que chez les
gnathostomes, toutes les cellules horizontales sont regroupées dans I'INL [Fritzsch & Collin,
1990].

Il est a noter qu'une structure tres différente est observée dans le cas de la rétine de
myxine. En effet, chez cette espéce, les cellules ganglionnaires et les photorécepteurs sont
directement en contact les uns avec les autres : il n’existe pas de neurones intermédiaires
[Lamb et al., 2007]. Chez la lamproie, ce type de connexion directe semblerait également
exister, mais de fagon trés minoritaire [de Miguel et al., 1989 ; Rio et al., 1998]. Cette structure
simple pourrait correspondre a un caractére primitif, un intermédiaire évolutif entre les
structures optiques des chordés non vertébrés et des gnathostomes. Cependant, la présence
des interneurones chez la lamproie et les gnathostomes, tend a prouver qu’ils existaient
également chez le dernier ancétre commun des vertébrés. Si on 'admet la monophylie des

cyclostomes, il y a donc forcément eu perte secondaire des interneurones chez la myxine.

IIL. B. 2. Le développement de la rétine chez la lamproie

Compte tenu de la difficulté a obtenir des embryons chez la myxine, la lamproie est
actuellement la seule espece chez laquelle le développement de la rétine ait été abordé. Les
mécanismes sous-jacents sont actuellement complétement inconnus mais des études
principalement par immunohistochimie ont permis de dégager des caractéristiques tres
générales du développement de l'organe. Elles mettent en évidence un mode de
développement qui présente des similitudes mais également des différences avec les
gnathostomes.

La différence la plus évidente est que ce développement met en jeu deux phases
successives bien distinctes : la premiéere conduit a la formation d’une rétine de trés petite
taille dite « rétine centrale », du fait de sa localisation au voisinage immédiat du nerf optique.
Cette rétine centrale contient des photorécepteurs qui se différencient précocemment, dés la

fin des stades prolarvaires. Elle croit en taille jusqu’a environ un an (larves de 5 cm, age
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Figure 21. Coupes de I'ceil de lamproie a différents stades larvaires. A-D : histologies montrant
l'organisation de la rétine en développement avec les délimitations des zones 1/2/3 ainsi que de la
rétine centrale (taille de 'animal : de 50 a 105mm). E : agrandissement de la rétine périphérique
montrée en D, avec la visualisation des deux couches neuroblastiques interne (INbL) et externe
(ONDL) ainsi que la couche plexiforme interne (fleche vide). F : profil d’expression de PCNA chez un
individu de 75mm. [Tiré de Villar-Cheda et al., 2008]
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estimé) [Villar-Cheda et al, 2008]. A partir de ce moment, dans une deuxieme phase, la zone
marginale de la rétine centrale devient clairement visible et bien distincte de la rétine
centrale. Cette marge commence son expansion et conduit a la formation de la rétine dite
« latérale » qui va constituer 1'essentiel de la rétine adulte, dont les caractéristiques ont été
décrites ci-dessus. Son développement se poursuit jusqu’a la métamorphose, au cours de
laquelle intervient la différenciation des photorécepteurs. On peut par ailleurs noter que tout
au long des stades larvaires, 1'ceil reste recouvert d'une couche de mésenchyme dont

I’origine embryonnaire n’a pas été déterminée et qui disparait lors de la métamorphose.

Formation de la rétine centrale. Les premieéres étapes de la formation de I'ceil sont, d'un
point de vue morphologique, assez comparables a la situation observée chez les
gnathostomes. On observe ainsila formation d’une évagination a partir du diencéphale
ventral (stade 23), puis celle d'une vésicule (stade 24) et enfin de la cupule optique (26),
dorsale par rapport au nerf optique. L’épaississement de I'ectoderme de surface
caractéristique de la placode cristalline devient visible au stade 24. On observe au stade 26
I'invagination du cristallin et un épaississement de la rétine neurale qui devient bien
distincte de I'épithélium pigmenté présomptif.

Aux stades prolarvaires précoces, la rétine est constituée uniquement de neuroblastes
en prolifération, positifs pour I'antigene PCNA [Melendez-Ferro et al., 2002]. Cette masse
neuroblastique va commencer a se différencier a des stades prolarvaires plus avancés (st 26-
28), avec lapparition d'un seul type de photorécepteurs (courts), caractérisés,
morphologiquement et par l'immuno-détection d’opsines [Melendez-Ferro et al., 2002 ;
Villar-Cheda et al.,, 2008]. A ces stades, l'expression du PCNA se restreint presque
exclusivement au niveau des marges de la rétine mais des cellules positives isolées,
intercalées au milieu des photorécepteurs, peuvent également étre détectées en faible
nombre [Melendez-Ferro et al., 2002]. La rétine ne présente pas de lamination claire mais
I'expression des opsines est localisée dans la population cellulaire la plus externe, au contact
de la rétine pigmentée et elle exclut les cellules les plus internes.

Au cours des stades larvaires, des cellules ganglionnaires et des cellules bipolaires
ont également été identifiées par microscopie électronique et immuno-détection de
neurotransmetteur (Glutamate et Glycine), indiquant 'activité de ces neurones [Dickson &
Collard, 1978 ; de Miguel et al., 1989 ; Villar-Cerevino et al., 2006]. La présence de cellules
horizontales a également été proposée sur la base de coloration de Golgi [Rubinson and Cain
1989] mais a un stade larvaire mal précisé. Aucune indication claire de différenciation de ces
dernieres, ni de celle de cellules amacrines n’a été publiée a ce jour aux stades larvaires, 1'oeil
étant généralement considéré jusqu’a la métamorphose comme une structure capable de

percevoir la lumiére mais pas de former une image.
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Figure 22. Coupes transverses de la rétine prémétamorphique de lamproie. A. Histologie avec
une coloration éosine-hématoxyline sur une coupe montrant le nerf optique, la rétine centrale et la
rétine périphérique adjacente. B-D. Détail d’une rétine centrale marquée apres immunohistologie avec
PCNA (B) ou les opsines (C, D). En C, on peut appercevoir des photorécepteurs immatures marqués
par l'anticorps anti-opsine (la fleche en D). E. Détail d'une rétine périphérique marquée apres
immunohistologie avec PCNA. CR: retine centrale ; LR: retine périphérique ; INbL: couche
neuroblastique interne; INL: couche nucléaire interne; MZ: marge; ON: nerf optique; ONbL:
couche neuroblastique externe ; ONL: couche nucléaire externe ; PH: photorecepteurs. [Tiré de Villar
Cheda et al., 2008]
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Formation de la rétine latérale. Des la fin des stades prolarvaires, la rétine centrale est
bordée d"une population de cellules qui ne devient visible qu'au cours des stades larvaires
(larves de plusieurs cm). Elle est clairement formée de deux couches cellulaires, I'une dans le
prolongement de la rétine pigmentée, 'autre dans le prolongement de la rétine neurale
centrale. Cette marge va s’étendre de facon importante jusqu’a la métamorphose, formant
ainsi la rétine dite latérale dont dérive 1'essentiel de la rétine adulte [Dickson & Collard,
1978].

L’analyse histologique permet de visualiser deux zones dans cette rétine latérale chez
des larves de stades intermédiaires (7-10 cm) [Villar-Cheda et al., 2008 ; cf. Figure 21] :

e Une zone centrale (zone 2 en Fig.21), qui se situe au voisinage direct de la rétine
centrale différenciée précocemment. On y distingue deux couches de neuroblastes sur
la base de la forme de leurs noyaux : une couche de neuroblastes internes (noyaux
arrondis) qui exprime l’antigene PCNA et une couche de neuroblastes externes,
négative pour ce marqueur (noyaux allongés, sauf pour des cellules situées dans la
partie interne, identifiées comme des cellules ganglionnaires sur la base d’études de
projections).

e Une zone périphérique (zone 1), plus mince, qui exprime le PCNA sur toute sa
largeur et ne présente pas de distinction entre les neuroblastes internes ou externes

sur une base histologique.

A des stades plus tardifs (larves de 11 cm jusqu’aux stades pré-métamorphiques), une
troisiéme zone (zone 3) s’individualise au voisinage de la rétine centrale. Elle se caractérise
par l'apparition d'une couche plexiforme interne et d'une population peu dense de cellules
(cellules horizontales présomptives), située entre les couches interne et externe de
neuroblastes. A ce stade, le marquage PCNA est observé principalement dans la couche
interne de neuroblastes, avec un gradient clair du nombre de cellules marquées du centre
vers la périphérie, seule la région marginale non laminée de la rétine latérale présentant un
marquage dans toute sa largeur (cf. Figure 22). A ce stade, on note également un
amincissement de la marge, qui s’amincit dans sa partie la plus distale, ot l'iris va se
développer (zone ciliaire, négative pour le PCNA).

La zone 3 prend une extension de plus en plus importante et aux stades pré-
métamorphiques (larves de plus de 12 cm), elle occupe la quasi-totalité de la rétine latérale a
I'exception d'une zone marginale restreinte ne présentant pas de lamination et positive pour
le PCNA dans toute sa largeur (cf. Figure 22). Aucune expression des opsines n’est détectée a
ce stade dans la rétine latérale. C'est seulement au cours de la métamorphose que la
différenciation terminale des photorécepteurs a lieu sur la base de 1'expression des opsines et

de I'apparition des segments externes [Villar-Cervifio et al., 2006].
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Figure 23. Immunohistologie de la rétine métamorphique de lamproie. A,B. Restriction du
marquage PCNA dans la rétine périphérique ; la fleche indique des cellules migrant vers 'ONL. C.
Expression d’opsine dans les photorécepteurs de la rétine périphérique. D. Nerf optique contenant des
cellules en prolifération (fléeches). E - H. Immunohistologie détectant les opsines, ainsi que des
phtorécepteurs immatures. Les photorécepteurs longs (fléches noires) et courts (fléches blanches) ne
sont pas localisés au méme endroit. IPL : couche plexiforme interne ; NFL : couche de fibres optiques ;
OPL : couche plexiforme externe. [Tiré de Villar Cheda et al., 2008]
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Bien que cette rétine périphérique occupe la majeure partie de la rétine adulte, seules
les cellules ganglionnaires semblent étre différenciées lors de la métamorphose de I’animal
[Rubinson & Cain, 1989]. Cette étude histologique est soutenue et complétée par une
caractérisation immunologique indiquant la présence de calrétinine, de glutamate et de
gycine dans les cellules ganglionnaires de la rétine périphérique [Villar Cervino et al., 2006].

Les autres types cellulaires sont reconnaissables morphologiquement mais sont dans
un état « immature » [Rubinson & Cain, 1989]. Les cellules amacrines et horizontales ne se
distinguent neurochimiquement les unes aux autres qu’au début de la métamorphose de
I’animal [Abalo et al., 2008]. De méme, les parties externes et internes des photorécepteurs se
distinguent a la fin de la métamorphose [De Miguel al., 1989]. Ainsi, les différents types
cellulaires se différencient dans un intervalle de temps trés long (plusieurs années),
permettant de ségréger facilement les mécanismes impliqués dans la différenciation
neuronale [Rubinson & Cain, 1989]. Ainsi, apres la métamorphose de I'animal, la rétine
périphérique est différenciée. Ceci est soutenu par la présence de nombreux
neurotransmetteurs dans des populations de cellules ganglionnaires, amacrines, horizontales

et bipolaires de la rétine a ce stade [Villar Cervino et al., 2006].

Enfin, contrairement a la croissance continue de la rétine du poisson zebre ou des
amphibiens, celle de la rétine de lamproie s’arréte lors de la métamorphose de 1’animal
[Villar-Cheda et al., 2008]. La taille de I'ceil augmentant au cours du temps, plus I’animal

vieillit, plus la rétine se retrouve étirée et amincie.
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CHAPITRE 1

Les genes Otx chez la lamproie Petromyzon
marinus : expression dans 1'ceil embryonnaire et

larvaire, implications évolutives.
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Figure 24. Schématisation des structures des génes Otx chez les eumétazoaires. Le domaine
homéotique (cadre noir) et le domaine WSP (cadre bleu) sont généralement retrouvés dans les génes
Otx des eumétazoaires. Les deux autres petits domaines: I’'OTX tail (en jaune) et le domaine
« KFQXL » (en rouge), situés sur l'extrémité C-terminale, sont communs a presque tous les
bilatériens. L'OTX tail a été perdu chez les ecdysozoaires et doublé chez les vertébrés. Enfin, la région
basique « KXRPAKKK » (en vert) est située directement en aval de I'homéodomaine et n'a été

retrouvée que chez les deutérostomiens.

52



CHAPITRE 1I: Les génes OTX chez la lamproie Petromyzon marinus : expression

dans l'eil embryonnaire et larvaire, implications évolutives.

Les genes a homéodomaine Otx fournissent un exemple de génes a homéodomaine tres
conservés au cours de I'évolution et jouant également des rdles similaires entre des especes aussi
éloignées que la souris et la lamproie. Nous avons dans un premier temps centré la caractérisation
moléculaire de la rétine embryonnaire de lamproie sur cette famille de genes, leurs roles au cours du

développement de I'ceil étant bien caractérisés chez les vertébrés modeles.

I. La famille des génes Otx chez les métazoaires

I.A. Caractéristiques structurales des génes Otx

Les genes a homéodomaine de la famille OTX ont été initialement caractérisés sur la
base de leur parenté avec le géne gene Orthodenticle (Otd), identifié a la suite d’un crible
génétique chez la drosophile [Wieschaus et al., 1984]. Ces génes ont depuis été retrouvés
chez tous les grands groupes d’eumétazoaires, excepté chez les éponges [Larroux et al.,
2008 ; Galliot et al.,, 2009]. Ils forment un groupe monophylétique, sur la base des
caractéristiques structurales communes (cf. Figure 24) :

- Un homéodomaine de type paired tres conservé, possédant une lysine en position 50 de
I'hélice 3. Cet acide aminé joue un rdle essentiel dans la spécificité de la reconnaissance de la
séquence cible consensus des ptotéines Otx, TAATC(C/T) [Hanes & Brent, 1989 ; Treisman et
al., 1989 ; Chau et al., 2000 ; Klein & Li, 2002] ;

- une région basique « KXRPAKKK », située directement en aval de '’homéodomaine ;

- un motif WSP «SIWSPASESP », perdu chez la drosophile, mais retrouvé chez les
cnidaires, les ecdyzosoaires et les deutérostomiens [Muller et al., 1999 ; Mazza et al., 2007 ;
Simmonet et al., 2006] ;

- une région C-terminale dite Otx « Tail » de 12 acides aminés, qui a subi une duplication a
l'origine des vertébrés [Germot et al., 2001] ;

- un motif « KFQXL » a l'extrémité C-terminale, conservé dans cette grande famille
génique [Bruce & Shankland, 1998].

I.B. Origine chez les métazoaires

Du fait du caractére spectaculaire et de la similitude des phénotypes mutants

observés chez la souris et la drosophile (délétion de segments céphaliques, cf. ci-dessous), ces
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Figure 25. Trois scénarios possibles pour a chronologie des deux duplications du génome. Les
phylogénies A, B et C sont illustrées via 'utilisation d’une famille génique fictive comprenant une
copie chez les invertérés et 4 copies chez les gnathostomes ; I'état chez les cyclostomes n’aurait pas été
modifié depuis leur émergence. Au vu des données actuellement disponibles dans la littérature,
I'hypothese A semble peu probable comparée a I'hypotheése B, soutenue par plusieurs publications. Les
nombres de duplications géniques attendues avant ou apres la séparation entre cyclostomes et
gnathostomes est indiqué au milieu. Les duplications géniques sont symbolisées par des fleches pleines.
[Tiré de Kuraku et al., 2009]
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genes ont suscité un intérét large dans la communauté scientifique et ont été recherchés de
facon systématique chez la plupart des grands taxons de métazoaires.

Ces analyses révelent une origine ancienne au sein de cet embranchement. Aucun
gene n'a pour l'instant été identifié chez les éponges, ni chez les cténophores [Galliot et al.,
2009]. Des genes Otx ont en revanche été identifiés sans ambiguité chez plusieurs cnidaires,
avec un gene unique chez la méduse Podocoryne carnea [Muller et al., 1999], deux chez
Acropora millepora [de Jong et al., 2006] et trois genes distincts chez Nematostella vectensis
[Mazza et al.,, 2007]. Dans ce dernier cas, les trois genes présentent une organisation en
tandem et sont issus de duplications qui ont suivi la divergence entre cnidaires et bilatériens.
Chez ces derniers, des genes Otx ont été caractérisés chez un nombre relativement important
de protostomiens: ecdyzosoaires (Drosophila melanogaster, Tegenaria saeva, Euscorpius
flavicaudis, Ceanorhabditis elegans,...) ou lochotrophozoaires (Helobdella triserialis, Dugesia
japonica, Pristina leidyi,...).

Si une copie unique a été décrite chez la drosophile, le scorpion Euscorpius flavicaudis,
I'annelide Platynereis dumerilii, la patelle Patella vulgata et la sangsue Helobdella triserialis, deux
genes ont été identifiés chez la planaire Dugesia japonica et chez 1’annélide Pristina leidyi et
trois sont présents chez le nématode Ceanorhabditis elegans [Finkelstein et al., 1990 ; Bruce &
Shankeland, 1998 ; Umesono et al., 1998 ; Arendt et al., 2001 ; Bely & Wray, 2001 ; Nederbragt
et al., 2002; Lanjuin et al, 2003; Simmonet et al., 2006]. Ces duplications semblent
relativement récentes au vu des analyses phylogénétiques disponibles, mais leur chronologie
reste a préciser par des études plus détaillées chez les groupes concernés.

Ces genes ont également été caractérisés chez tous les grands groupes de
deutérostomiens : 1'oursin Strongylocentrotus purpuratus, 1’'hémichordé Ptychodera flava, le
céphalochordé Branchiostoma floridae, plusieurs urochordés (Ciona intestinalis, Halocynthia
roretzi) et les vertébrés [Gan et al., 1995; Wada et al.,, 1996 ; Williams & Holland, 1998 ;
Harada et al, 2000]. Chez ces derniers, les geénes Ofx forment une petite famille
multigénique, comprenant 3 a 6 paralogues qui ont fait 'objet de caractérisations détaillées,

écrites ci-apres.

I.C. Le cas des vertébrés

Il est aujourd’hui acquis que deux événements de duplications de 1'ensemble du
génome par ploidisation sont intervenus dans la lignée des vertébrés, apres leur séparation
avec les urochordés [Abi-Rached et al., 2002 ; Dehal & Boore, 2005]. La chronologie précise
de ces duplications reste cependant indéterminée. S’il est clair qu’elles ont précédé la
radiation des gnathostomes, leur chronologie par rapport a la séparation entre cyclostomes et
gnathostomes reste controversée, avec plusieurs scénarios possibles [Kuraku & Kuratani,

2006 ; Kuraku et al., 2009 ; cf. Figure 25]. Ces incertitudes tiennent a la difficulté de résoudre
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- Presence of multigene families,

but no clear orthology relationship Chondrichtyes
can be traced with the gnathostome classes Chondrosteans & Neopterygians
- Duplication of the Oix] and Otx5 genes,
Lampreys the resulting paralogs are termed O J/ Orx 3
Hagfishes for the Orxl class, OrxSal Owe5b (pufferfish)
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Figure 26. Evolution fonctionnelle des Otx chez les chordés. Au cours de I’histoire évolutive, il y
a eu duplication génique, générant 3 copies d’Otx chez les vertébrés, puis fixation des classes établies
chez les gnathostomes. La chronologie de ces évenements est mal connue. D’autres évenements de
duplications géniques ont eut lieu dans ['embranchement des gnathostomes ; toutefois, ces

duplications sont taxon-spécifiques. [Modifié de Plouhinec et al., 2003]
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les phylogénies et a ’absence, chez les cyclostomes, de génome d’une continuité suffisante
pour pouvoir utiliser des arguments de synténie.

La famille Otx illustre parfaitement cette situation. On retrouve chez tous les
gnathostomes étudiés trois classes d’orthologie Otx1, Otx2 et Otx5/Crx, les genes Crx n’étant
autres que des représentants, trés divergents, de la classe Otx5 chez les mammiferes et les
téléostéens [Plouhinec et al., 2003]. Les représentants de ces classes ont en outre subi des
duplications supplémentaires chez les téléostéens, situation fréquemment observée et liée
aux polyploidisations supplémentaires intervenues au cours de I'évolution des

actinoptérygiens (cf. Figure 29).

Trois genes sont également présents chez la lamproie Petromyzon marinus ainsi que
chez la myxine Myxine glutinosa : OtxA, OtxB et OtxC [Germot et al., 2001 ; Suda et al., 2009].
Aucun regroupement clair ne peut étre proposé sur la base des phylogénies entre les
paralogues de chacune de ces deux especes. De la méme fagon, ces genes ne présentent
aucune relation particuliére en séquence avec l'une ou l'autre des trois classes identifiées
chez les gnathostomes, les phylogénies restant non résolues sur ce point. Le seul
regroupement bien soutenu concerne la forme appelée OtxA chez la lamproie comme chez la
myxine, qui semble donc avoir été fixée précocement chez les cyclostomes [Germot et al.,
2001 ; Suda et al., 2009]. Au bilan, I'’ensemble de ces données suggere que la présence de trois
genes Otx chez les gnathostomes résulte des polyploidisations qui ont eu lieu avant leur
radiation et indique une fixation des classes au sein du taxon. La chronologie et le mode de
génération des genes caractérisés chez les cyclostomes restent en revanche des questions

ouvertes.

II. Roles des genes Otx chez les métazoaires
IT .A. Des roles similaires entre drosophile et vertébrés

La forte conservation des génes Otx chez les eumétazoaires pose la question de leur
role ancestral, au niveau moléculaire, cellulaire ou dans l'organisme. Aucune analyse
fonctionnelle n’ayant été réalisée chez les cnidaires, il est difficile de répondre a cette
question. On peut cependant noter les territoires d’expression variés dans lesquels une
expression du gene a été décrite dans ce taxon (I'endoderme, le muscle strié, ectoderme)
suggerent des fonctions complexes, dont certaines trés précoces [Miiller et al., 1999 ; de Jong
et al., 2006 ; Mazza et al., 2007].

Des hypotheses plus précises peuvent étre avancées chez les bilatériens, les genes Otx
présentant des similitudes marquantes en terme d’expression, mais également de fonctions
entre protostomiens et deutérostomiens. On retrouve ainsi chez la plupart des espéeces

étudiées (insectes, annélides, urochordés, céphalochordés) trois grands sites d’expression
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Figure 27. Implication d’Otd, de Pros et de Sens dans la spécification des photorécepteurs R7

et R8 chez la drosophile. A. La drosophile posséde 8 cellules photoréceptrices : les cellules R1 a R6

sont positionnées a l'extérieur alors que les photorécepteurs R7 et RS sont internes. Toutes ces cellules

expriment le facteur Otd des leur spécification. B. Le photorécepteur R7 exprime également le facteur

Pros et I'opsine Rh3 alors que la cellula R8 exprime le facteur Sens et les opsines Rh5 et Rh6. C.

L’activité des facteur Pros et Sens va inhiber ou favoriser la transcription des opsines, permettant la

ségrégation entre les cellules R7 et R8. [Modifié de Xie et al., 2007].
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embryonnaire : les territoires présomptifs des régions antérieures en cours de gastrulation,
les régions les plus antérieures du cerveau et les organes sensoriels.

En accord avec ces données, les analyses fonctionnelles conduites chez les organismes
modeles ont mis en évidence des roles essentiels de ces génes dans la spécification précoce
des régions céphaliques [Acampora et al., 1995 ; Matsuo et al., 1995], la régionalisation du
cerveau [Millet et al., 1996 ; Suda et al., 1996, 1997] et la formation d’organes sensoriels
variés, et cela chez plusieurs organismes modeles. Ainsi des roles essentiels de ces genes ont
été démontrées dans la formation des soies sensorielles chez D. melanogaster [Finkelstein et
al., 1990 ; Hirth et al., 1995], la spécification des neurones chémo- et thermo-récepteurs chez
C. elegans [Lanjuin et al., 2003], la formation des structures de I'oreille interne [Simeone et al.,
1993 ; Acampora et al., 1996 ; Mallamaci et al., 1996 ; Morsli et al., 1999] et, comme décrit de

facon plus détaillée ci-apres, la formation de I'ceil chez la drosophile et les vertébrés.

IL.B. Le cas des organes visuels

Les genes de la famille Otd/Otx présentent une expression conservée dans les organes
photorécepteurs chez un trés large spectre de bilatériens [William & Holland, 1996 ; Lacalli,
2004]. Des études fonctionnelles détaillées ont été réalisées chez la drosophile et les vertébrés.
Elles montrent des similitudes claires entre les fonctions de ces génes dans le choix des
destins cellulaires ainsi qu’entre les réseaux génétiques qu’ils contrdlent chez ces espéces

éloignées.

IL. B. 1. Chez la drosophile

Le gene Otd est impliqué dans le développement de toutes les structures visuelles,
I'organe de Bolwig larvaire, les ocelles et les yeux composés. Ce dernier role a été
initialement mis en évidence par I'étude d'un mutant hypomorphique, présentant une
réduction significative de la taille de I'organe [Vandendries et al., 1996 ; Royet & Finkelstein,
1997]. Chez ces mutants, outre une absence de l'axe proximo-distal, les neurones
photorécepteurs sont morphologiquement désorganisés et l'expression de différentes
rhodopsines est perturbée.

Des analyses détaillées du role du gene dans le controle de I'expression de différentes
rhodopsines, eux-mémes exprimés dans différents photorécepteurs des ommatidies, ont
permis de mettre en évidence des roles complexes dans la différenciation  des
photorécepteurs. Ainsi, au cours de la pupation, Otd est impliqué, en coopération avec un
autre gene a homéodomaine, Pphl3, dans la formation des rhabdomeres de tous les
photorécepteurs [Vandedries et al, 1996 ; Mishra et al, 2010]. A des stades larvaires plus
tardifs et chez l'adulte, le géne joue un role clé dans la sélection du type de photorécepteur
différencié, en trans-activant directement les genes Rh3 et Rh5, sélectivement exprimés dans

certains photorécepteurs internes, et en réprimant l'expression de Rh6 dans les
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photorécepteurs externes [Tahayato et al., 2003 ; Xie et al., 2007 ; Mishra et al., 2010 ; Mc
Donald et al. 2010].

Les interactions moléculaires et réseaux génétiques impliquant Otd dans le controle
de la différenciation des photorécepteurs ont également été précisés. Une étude
transcriptomique fondée sur 1'étude comparée de souches sauvage et mutante viable a
permis de dénombrer une vingtaine de génes régulés directement par Otd, dont des
rhodopsines [Ranade et al., 2008]. Dans le cas de la régulation de la rhodopsine dans le
photorécepteur R8, la protéine Otd s’associe avec le co-facteur Sens et se fixe au niveau des
séquences promoteurs pour promouvoir la transcription [Tahayato et al., 2003 ; Baotong et
al., 2007 ; cf. Figure 27]. L'expression d’Otd dans les structures optiques de la drosophile est
par ailleurs régulée par les signalisations Wingless (Wg) et Hh. En effet, en absence de
Frizzled ou de SMO, (deux effecteurs des voies Wg et Hh, respectivement), I'expression
d’Otd est perdue [Blanco et al.,, 2009]. Au contraire, 1’activation ectopique de la voie Wg
permet 1'expression d’Otd dans le primordium optique [Royet & Finkelstein, 1997]. De
méme, l'activation de la voie Hh dans le disque maginal optique permet I’activation d’Otd
[Blanco et al., 2009]. L’ensemble de ces résultats indique donc que ces deux voies sont

nécessaires pour l'activation d’Otd dans le disque imaginal de I'ceil de drosophile.

II. B. 2. Chez les vertébrés

Des analyses fonctionnelles détaillées des genes paralogues Otx1, Otx2 et Otx5/Crx
ont été réalisées chez plusieurs organismes modeles vertébrés, souris, xénope et poisson-
zébre. Elles suggerent un ensemble de fonctions conservées dans le taxon et cela dans
plusieurs aspects du développement de 1'ceil, la régionalisation de la cupule optique, la
spécification de la rétine pigmentaire, la différenciation cellulaire dans la rétine et la
formation de la marge ciliaire.

Dans la plupart des cas, ces fonctions impliquent sélectivement certaines classes
d’orthologie. Ainsi, en accord avec leur expression localisée dans la partie dorsale de la
vésicule optique puis dans le RPE présomptif, les génes Otx1 et Otx2 de souris jouent des
roles précoces dans la régionalisation dorso-ventrale puis dans la spécification précoce du
RPE. Les mutants doubles Otx1+/-; Otx2+/- présentent ainsi une expansion des marqueurs
ventraux tels Pax2 ou Six3 dans la vésicule optique et au stade cupule optique, une
expression anormale de marqueurs de la rétine neurale dans le RPE présomptif. Par ailleurs,
I'expression ectopique d’Otx2 dans des cellules de rétine aviaire en culture est suffisante
pour induire un phénotype pigmenté; des arguments biochimiques suggerent une
interaction coopérative avec le facteur de transcription Mitf dans ce processus [Simeone et
al., 1993 ; Bovolenta et al., 1997 ; Martinez-Morales et al., 2001].
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Figure 28. Schématisation de l'expression d’Otx2 au cours de la différenciation de la rétine.
Pendant la neurogenése rétinienne, le RPE génere des signaux essentiels pour la différenciation des
cellules de la rétine neurale. Otx2 est exprimé, dans un premier temps, dans tous les neuroblastes
rétiniens. Certains types cellulaires (cellules ganglionnaires et amacrines) perdent ensuite I’expression

de ce gene, lors de leur maturation finale alors que d’autres (photorécepteurs, cellules de Miiller),
contineuent de l'exprimer. [Tiré de Bovolenta et al., 1997]
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Comme chez la drosophile, les genes de la famille Ofx sont impliqués dans le controle
de la différenciation de la rétine neurale, et plus particulierement celles des cellules
bipolaires et des photorécepteurs (cf. Figure 28). Les acteurs majeurs de la famille sont dans
ce cas les classes Otx2 et Otx5/Crx. Les mutants murins pour le gene Crx présentent ainsi un
défaut de différenciation terminale des cellules photoréceptrices, qui ne possedent pas de
segment externe et ne présentent aucune activité électrique [Gamse et al., 2003 ; Furukawa et
al., 1999]. On observe par ailleurs des défauts plus marqués (dégénérescence accrue et
répression plus importante des genes spécifiques de ce type cellulaire) dans un fond
génétique mutant Otx2-/~, ce qui montre que ce facteur est également impliqué dans le
maintien et la différenciation terminale des photorécepteurs [Koike et al., 2007].

Ce paralogue est également impliqué dans des étapes plus précoces de leur
spécification ainsi que dans la différenciation des cellules bipolaires, comme le montre
I'étude de mutants présentant des inactivations conditionnelles du gene [Nishida et al,,
2003 ; Koike et al., 2007]. Les expériences par perte et gain de fonction d’Otx2 et Otx5/Crx
dans la rétine de xénope ou de poisson zebre confirment I'implication de ces genes dans la
différenciation de la rétine et notamment la spécification des cellules bipolaires et des
photorécepteurs [Viczian et al., 2003 ; Shen and Raymond, 2004]. Elles montrent également
que les différences de fonctions entre les deux génes paralogues ne sont pas uniquement
liées a des différences de profil d’expression mais qu’au moins chez le xénope, les protéines

paralogues ne sont pas équivalentes.

Aucune indication fonctionnelle d’un réle d’Otx1 dans la différenciation de la rétine
neurale n’a pour l'instant été publiée. Au cours de ce processus, l'expression du gene se
restreint a la région marginale de la rétine, au niveau de laquelle elle est controlée par la voie
Wnt canonique [Simeone et al., 1993 ; Li et al., 1994 ; Mori et al., 1994 ; Zhao et al., 2002 ;
Tropepe et al., 2000 ; Plouhinec et al., 2005]. En accord avec cette expression, les souris
déficientes pour le gene présentent une absence du corps ciliaire ainsi que des malformations

au niveau de l'iris et des paupieres [Acampora et al., 1996].

III. Evolution fonctionnelle des genes Otx chez les vertébrés : intérét de la lamproie et

du développement de 1'ceil

III. A. Etat du sujet

Comme indiqué ci-dessus, I'étude fonctionnelle des génes Otx dans le développement
de lI'ceil chez les vertébrés modeéles, et notamment chez la souris, met en évidence des
fonctions complexes, a des étapes précoces de la formation de I'organe (régionalisation de la
vésicule optique, spécification de 1'épithélium pigmentaire) mais également dans la

différenciation terminale de plusieurs types cellulaires. Les comparaisons entre drosophile et
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Figure 29. Sites d’expression des Otx de chaque classe, chez les gnathostomes. Les différents
territoires sont présentés : le RPE aux stades vésicule optique (A) et cupule optique (B), la marge
ciliaire (C), la placode cristalline présmptive (D), ainsi que la rétine neurale en prolifération (E), en
cours de lamination (F, G) et différenciée (H). Dans ces derniers cas, les différentes couches cellulaires
sont indiquées (NB : couche neuroblastique ; GCL : couche de cellules ganglionnaires ; ONL : couche
nucléaire externe; INL : couche nucléaire interne; PR : photorécepteurs). Pour chaque espece,
U'expression d'un géne appartenant a une classe donnée est indiquée (jaune pour Otx1, rouge pour
Otx2, bleu pour Otx5/Crx ; les hachures représentent un marquage léger ou transitoire). L'absence de

carré signifie l'absence de données pour le gene et le territoire considéré. [tiré de Plouhinec et al.,

2005]
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souris suggerent que le controle dans la différenciation des photorécepteurs pourrait
correspondre a une fonction ancienne de ces genes, leur role dans la formation de structures
(cupule optique, marge ciliaire) ou la spécification de types cellulaires (cellules bipolaires)
propres aux vertébrés correspondant a des recrutements récents. Ces différentes fonctions
correspondant a des territoires bien spécifiques d’expression de ces genes, nous avons
cherché a retracer 1'histoire évolutive de ces recrutements chez les vertébrés par des analyses
comparatives systématiques de profils d’expression entre des espéces occupant des positions

phylogénétiques clefs dans le taxon.

L’étude d'un modéle chondrichtyen, la petite roussette Scyliorhinus canicula, avait
ainsi conduit a deux conclusions principales [Plouhinec et al., 2005 ; cf. Figure 29]:

1. tous les sites d’expression des génes Otx décrits dans 1'ceil embryonnaire et la rétine en
cours de différenciation chez les organismes modeles (qui appartiennent tous aux
ostéichtyens) se retrouvent chez cette espece

2. chaque classe présente des caractéristiques d’expression qui lui sont propres: co-
expression d’Otx1 et Otx2 dans la partie dorsale de la vésicule optique, puis dans le
RPE ; expression spécifique d’Otx1 seul dans la marge ciliaire ; expressions dynamiques
d’Otx2 et Otx5 dans 'ONL et/ou dans I'INL.

Ces données suggéraient donc une spécialisation fonctionnelle des trois classes
d’orthologie dans différents aspects du développement de 1'ceil, cette spécialisation étant

intervenue avant la radiation des gnathostomes.

IIL. B. Résultats
Section Résultats et Discussion d'un manuscrit en préparation pour soumission a
BMC Evol. Biol. : Expression of three Otx paralogues in the lamprey developing
eye. Rocancourt C., Villar V., Villar-Cheda B., Pombal M., Rodicio MC., Langeland J.

and Mazan S

Broad expression characteristics of OtxA, OtxB and OtxC are conserved between L.
japonicum and P. marinus

Similar broad expression characteristics have been reported for L. japonicum LjOtxC
and its P. marinus orthologue (PmOtx, Tomsa and Langeland, 1999; Suda et al. 2009, referred
to hereafter as PmOtxC), at embryonic and prolarval stages. In the absence of available data

for the paralogous P. marinus genes PmOtxA and PmOtxB, we first assessed their respective
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Figure 1 — In situ Hybridization in toto using PmOtxA (A-E), PmOtxB (F,G) and PmOtxC (H-

L) probes. PmOtxA expression is detected in dorsal neural tube, olfactive epithelium,

branchial arches and lower lip. No expression were detected for the PmOtxB probe before

stage 25 ; its expression is restricted in pineal gland, eye, the first branchial arch and lower

lip. PmOtxC is expressed in anterior neural tube, optic evagination and eye, the first and

second branchial arch and endostyle at late stages. Scale bar : 0,5 mm for A, B, H, I ; 0,2 mm

for D, E, F, G, K, L.
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expression pattern conservation at embryonic stages between both lamprey species. This
analysis was conducted by whole-mount hybridization of stage 23 to 26 P. marinus embryos,
using probes located in the 3’ part of the coding region, which extensively diverges between
the three Otx paralogues. In all cases, the broad characteristics observed in P. marinus were
essentially the same as in L. japonicum (Suda et al, 2009). Like its L. japonicum orthologue,
PmOtxA expression territory spans a broad forebrain and midbrain territory with a sharp
posterior boundary from stages 23 to 26, very similar to Otx1 and Otx2 expression pattern in
jawed vertebrates (Fig. 1. A-E, A'-E"). As previously noted (Tomsa and Langeland, 1999) and
observed in L. japonicum (Suda et al 2009), PmOtxC is also expressed in this territory (Fig. 1
H-L, H’-J’). However, unlike PmOtxA, it shows a signal restriction to the dorsal midline in
the mesencephalon starting from stage 24 (Fig. 1. 1”,J’, K-L). Similarly, as in L. japonicum,
PmOtxB expression is first detected at a later stage than its paralogues (stage 25 in P.
marinus) and its expression in the central nervous system is restricted to the developing
epiphysis and eye, as observed for the third gnathostome paralogue (Plouhinec et al, 2005),
Otx5/Crx. Altogether, these data support an overall strong conservation between the two

lamprey species studied, in line with their relatively recent divergence time.

Embryonic and prolarval expression of PmOtxA, PmOtxB and PmOtxC in the developing
eye

In order to address the expression specificities of each of the three lamprey Otx paralogues in
the developing eye, we first conducted a detailed expression analysis of PmOtxA, PmOtxB
and PmOtxC in this organ from embryonic to early prolarval stages (stage 23 to 26, Fig. 2). In
P. marinus, the optic vesicle is clearly visible at stage 24 (Fig. 2A-A"). At this stage, only

PmOtxC is expressed in this territory, with a dorsal restriction of the signal as in jawed
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Stage 26

Figure 2 — Molecular characterization of the embryonic retina. A-C. Histology of the
embryonic retina using eosine coloration, at stage 24 (A, A’), 25 (B, B’) and 26 (C, C’). D-I.
In situ Hybridization on slides using PmOtxA (E, G), PmOtxB (H) and PmOtxC (D, F, I)
probes. di : diencephalon ; | : lens ; Ip : lens placode ; nr : neural retina ; os : optic stalk ; ov

- optic vesicule ; pe : pigmented epithelium. Scale bar : 0,1 mm.
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vertebrates (Fig. 2D-D"). At stage 25, the lens placode forms and the neural retina and
presumptive pigmented epithelium (PE) become morphologically distinct (Fig. 2B-B"). At this
stage, a PmOtxA signal becomes detectable in the PE (Fig. 2E-E") and PmOtxC expression
also regresses to this tissue, but with a dorsal restriction of the transcripts including the retina
margin not observed for PmOtxA (compare Fig. 2E-E' and Fig. 2F-F’). This stage also marks
the onset of a faint PmOtxB expression in the forming optic cup (data not shown). Following
lens formation (stage 26, Fig. 2C-C"), expression of all three paralogues is maintained in the
developing eye, each exhibiting distinct characteristics. PmOtxA expression persists in the
presumptive pigmented epithelium, with a uniform signal intensity from dorsal to ventral
(Fig. 2G-G") but is undetectable in the neural retina (Fig. 2G-G’). PmOtxC expression is
maintained at the dorsal margin of the retina, and also now spans the whole neural retina,
including outer and inner cell populations (Fig. 21-1'). PmOtxB is also exclusively transcribed
in the neural retina, but with a non-superimposable pattern, transcripts appearing
preferentially located to the outer cell population and excluding the dorsal margin (Fig. 2H-
H’; compare with Fig. 2I-1’). The major Otx expression sites described during early eye
development in gnathostomes are thus conserved in the lamprey. PmOtxA, PmOtxB and
PmOtxC expressions substantially differ starting from the earliest stages of eye formation,
which makes it possible to compare the expression specificities of each paralogue between the
two taxa. PmOtxA expression in the presumptive pigmented epithelium is reminiscent of the
one observed for both Otx1 and Otx2 in jawed vertebrates and suggestive of a conserved role
of Otx genes in its specification at optic cup stages (Martinez-Morales et al, 2001). The
restriction of PmOtxB transcripts to the outer cell population of the neural retina and PmOtxC

to its margin recall expression characteristics of Otx5 and Otx1 respectively.
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Figure 3 - Molecular characterization of the larval retina. In situ Hybridization on slides
using PmOtxB (A-D), PmOtxC (E-H) and PmPax6 (I-L) probes, at stage 30 (A, E, 1), 4cm (B,
F, J), 9cm (C, G, K) and in postmetamorphic retina (D, H, L). Arrows delimits the central

retina. | : lens ; nr : neural retina; pe : pigmented epithelium.
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Expressions of PmOtxB, PmOtxC and Pax6 in the differentiating retina

In order to extend the analysis to retina differentiation stages, we analyzed the transcript
distribution of the three P. marinus Otx paralogues in the developing retina at late prolarval
(stage 30) and larval stages (4 and 9 cm larvae), as well as in post-metamorphic juveniles.
Pax6 analysis was also included in this study, in order to assess the conservation of the
relative transcript distribution of Pax6 and Otx genes, known to largely exclude each other in
the differentiating retina of gnathostomes.

PmOtxA/B/C. No PmOtxA specific expression was observed in the developing eye at these
stages (data not shown). In contrast, PmOtxB and PmOtxC both showed highly specific, non
superimposable expression sites in the differentiating retina. At stage 30, the optic nerve stalk
is connected to the ventral aspect of the optic cup, pigmentation is visible in the RPE but the
two-layered margin from which the lateral retina later develops is not morphologically visible.
At this stage, PmOtxB and PmOtxC expression territories in the developing eye are both
restricted to the neural retina where they largely overlap, albeit with different intensity
gradients (inner to outer for PmOtxB and ventral to dorsal for PmOtxC: compare Fig. 3A and
Fig. 3E). They segregate in 4 cm larvae, characterized by the expansion of the ventral retina
relative to the optic stalk, the appearance of the retina laminar organization and the formation
of a morphologically distinct, two-layered ciliary margin (Fig. 3B; Fig. 3F). At this stage,
PmOtxB transcripts become exclusively restricted to the outer photoreceptor layer (Fig. 3B).
In contrast, PmOtxC expression spans the whole neural retina, the ciliary margins and ventral
presumptive pigmented epithelium (but not its dorsal component where pigmentation is
observed; Fig. 3F). In 9 cm larvae, the early differentiated retina persists as a distinct, central
entity, surrounded by the expanding lateral retina from which the bulk of the adult retina
derives. At this stage, the lateral retina consists of proliferating neuroblasts, as assessed by

PCNA immunoreactivity and no indication of lamination can be observed yet. In these larvae,
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PmOtxB expression persists in the photoreceptor layer of the central retina but is also
observed in the growing lateral retina, with an intensity gradient from its inner to outer
aspects, excluding marginal-most territories (Fig. 3C). At this stage, PmOtxC is expressed in
the whole central retina, with the strongest signal intensity in the outer photoreceptor layer
and outer part of the inner nuclear layer. It is also expressed in the whole expanding lateral
retina excluding the dorsal outermost cell population, in the ciliary margins, and it persists in
the ventral, but not dorsal, presumptive pigmented epithelium (Fig. 3G). In post-metamorphic
juveniles, the neural retina is completely differentiated and exhibits its definitive laminar
layer. At this stage, both paralogues are transcribed in the outer, photoreceptor layer (Fig. 3D-
D’ and 3H-H’). An additional PmOtxC positive cell population is observed in the HC L and
the outer aspect of the INL (Fig. 3H-H”).

PmPax6. At stage 30, PmPax6 transcripts are detected in the neural retina but not the
pigmented epithelium (Fig. 3.1). In 4 cm larvae, expression in the neural retina is mainly
restricted to the inner nuclear layer but also observed in the outer nuclear, photoreceptor
containing, layer (Fig. 3.J). The latter labeled cell population does not completely overlap
with, but is included within the broader PmOtxB expressing territory. In 9 cm larvae,
expression prevails in the inner neuroblast layer but remains detectable within the outer,
PmOtxB positive, cell population of the central retina (Fig. 3.K). After metamorphosis,
transcripts become restricted to the inner part of the INL, known to contain ganglion cell
bodies. These data highlight a number of conserved Otx and Pax6 expression characteristics
between lamprey and jawed vertebrates. For instance, as in jawed vertebrates, Pax6
expression prevails in the inner neuroblast cell population of the differentiating lateral retina
and it is later restricted to the ganglion cell layer. The broad expression of PmOtxB and

PmOtxC later regressing to the photoreceptor layer (PmOtxB) or photoreceptor layer plus
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Figure 4 - Additionnal expression sites for Otx genes. A-F. In situ hybridization with PmOtxA
probe at stage 26 (A) and 27 (B) with coronal (C), saggital (D) and transversal (E,F) sections
of these embryos. G-J,L. In situ hybridization with PmOtxB probe at stage 26 (G) and 27 (H)
with coronal (I) and transversal (J, L) sections of these embryos. K, M-S. In situ hybridization
with PmOtxC probe at stage 26 (N) and 27 (O) with coronal (P), saggital (Q) and transversal
(M, R, S) sections of these embryos. ba : branchial arches ; ep : epiphysis ; h : havenula ;
hyp : hypothalamus ; mhb : midbrain hidbrain boundary ; n : notochord ; oe : olfactive

epithelium ; ov ; otic vesicule ; te : telencephalon ; th : thymus ; ul : upper lip.
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outer aspects of the inner cellular layer (PmOtxC) is also reminiscent of the one of Otx5 and
Otx2 in jawed vertebrates. Finally, like Otx1 in gnathostomes, one lamprey paralogue
(PmOtxC) is expressed in the ciliary margin, where in the absence of ciliary process in the
lamprey, it might play a conserved role in iris formation. Some differences can also be noted.
For instance, PmOtxC persists in the inner aspect of the developing retina during an protracted
period, from prolarval to advanced larval stages (9 cm), which is not observed in jawed
vertebrates. The Pax6 expression in the outer, photoreceptor containing layer of the lamprey
central retina is also unexpected since Pax6 expression is well documented in the rhabdomeric
photoreceptors of protostomes but has thus far never been reported in the ciliary
photoreceptors of vertebrates. It will be important to assess the presence of the protein and
confirm the photoreceptor identity of these Pax6 expressing cells by immunohistochemical

analyses.

Other expression sites

PmOtxA, PmOtxB and PmOtxC exhibit several expression sites, which are also Otx territories
in jawed vertebrates (Simeone et al., 1993, Acampora et al., 1995). All three paralogues share
an expression in the first branchial arch, which expresses Otx1 and Otx2 but not Otx5 in jawed
vertebrates (Fig. 4.C.1.P.). Both PmOtxB and PmOtxC show regionalized territories in the
dorsal part of the stage 26 diencephalon (superficial and ventricular cell populations
respectively) and its stage 27 derivatives (pineal complex and habenulae respectively) (Fig. 4.
J.K.L.M). The otic vesicle and olfactory epithelium are sites of Otx1 and Otx2 expression in
jawed vertebrates and both also express PmOtxA in the lamprey, with a restriction to the
ventral part of the otic vesicle (Fig. 4. D.E.F). Finally PmOtxC shows a strong expression in
the anterior part of the endostyle (Fig. 4. Q.R.S.), which transforms into the thyroid gland

during metamorphosis. Expressions of both Otx1 and Otx2 have been described in this organ
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in gnathostomes and a regionalized, anterior Otx expression is present in the endostyle of the
ascidian O. dioica (Canestro et al., 2008). Taken together, these data support the idea that the
lamprey endostyle reflects a primitive state of the organ in chordates and that the development
of the thyroid in this species somehow recapitulates its evolution (Kluge B et al 2005). Other
sites of Otx expression in the lamprey have no clear equivalent in jawed vertebrates. For
instance, all three paralogues are expressed in the ectoderm layer of the lower lip, a structure
that is unique to lampreys. Similarly, Otx gene expressions have never been reported in the
branchial arches posterior to the first one in gnathostomes. In contrast, in the lamprey,
PmOtxC expression is also found in the endoderm layer of the second branchial arch (Fig. 4.
Q.R.S) and PmOtxA shows discrete expression sites, successively appearing in a rostral to
caudal progression as development proceeds, and restricted to the dorsal- and ventral-most
parts of BA Il to VI, in the endoderm layer (Fig. 4. B.C.E). The biological significance of
these additional expression sites not found in gnathostomes remains unclear but they argue

against gradistic views that tend to assimilate lampreys to simple, primitive vertebrates.

Conclusion.

No overt orthology relationship between the Otx1/2/5 and OtxA/B/C classes found in jawed
vertebrates and lampreys respectively can be inferred from phylogenetic analyses of protein
structures, which has led to the conclusion that these classes have been fixed after the splitting
between cyclostomes and gnathostomes (Germot et al., 2001). Similarly, while Otx expression
territories appear collectively largely conserved between P. marinus and jawed vertebrates,
their partitioning between classes is not strictly conserved. For instance, Otx1 expression is
restricted to the ciliary margin during retina differentiation stages and is not observed in the
retina, while PmOtxC combines both sites of expression. Similarly, all three lamprey

paralogues are transcribed in the first branchial arch, while Otx5/Crx is excluded from this
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territory (Sauka-Spengler et al., 2001), where only Otx1 and Otx2 are expressed (Mazan et al,
2000). It is however striking to observe that as suggested by Suda et al, 2009 and further
substantiated by this study, one paralogue (PmOtxB in the lamprey and Otx5/Crx in jawed
vertebrates) has apparently specialized in photoreceptor organ formation, losing almost all
other expression sites. Whether this reflects orthology relationships between these two classes
or parallel losses in the two lineages remains an opened issue. Understanding how the
mechanisms controlling Otx gene expression have evolved in vertebrates will be essential to

answer this question.
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CHAPITRE 1II

Etude de la rétine embryonnaire de la lamproie
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CHAPITRE 1I: Etude de la rétine embryonnaire de la lamproie

Afin d’étendre 1'étude des mécanismes génétiques qui contrdlent le développement
de l'ceil et la différenciation de la rétine chez la lamproie, j'ai engagé une caractérisation
moléculaire fondée sur I'étude de I'expression de genes connus pour leur implication dans
ces processus chez les organismes modeles. ]’ai centré 1'étude sur quatre génes codant pour
des facteurs de transcription connus pour leur implication dans la spécification de différents
territoires de I'ceil et/ou dans le controle de la prolifération et la différenciation de la rétine :
Vax2, Six3, Prox1 et Pax6.

Les descriptions moléculaires obtenues permettent de mettre en oeuvre chez la
lamproie des analyses fonctionnelles des voies de signalisation connues pour leur réle dans
le développement de l'ceil. Afin d’évaluer la conservation du réle de la voie Fgf dans la
formation du pédoncule optique, j'ai engagé une série de traitements pharmacologiques a

'aide de 'inhibiteur SU5402, dont les résultats préliminaires sont également présentés.
I. Role des génesVax2, Six3, Prox1 et Pax6 dans le développement de 1’oeil
LA. Vax2

Vax2 est un facteur de transcription a homéodomaine exprimé dans la partie ventrale
du diencéphale et de I'évagination, puis de la vésicule optique. A des stades plus tardifs, son
expression et celle de son paralogue Vax1 se restreignent a la partie ventrale de la cupule
optique et du pédoncule optique [Liu et al., 2001]. En accord avec ces caractéristiques, les
deux genes jouent des roles essentiels dans la spécification du nerf optique, sous le controle
de Shh [Take-uchi et al., 2003 ; Mui et al., 2005].

Les mécanismes moléculaires correspondants font intervenir (1) une répression de la
transcription de Pax6, dont I'expression normalement restreinte a la rétine neurale s’étend au
pédoncule optique chez des doubles mutants Vax1-/-; Vax2-/- de souris [Mui et al. , 2005] et
(2) une régulation de la localisation, nucléaire ou cytoplamique, de la protéine Vax2 dans la
cellule, elle-méme controlée par une phosphorylation dépendante de la voie Hh [Kim and
Lemke, 2006]. L’expression de Vax2 est également sous le controle de la voie FGF, comme le
montrent des expériences par perte et gain de fonction chez le xénope [Lupo et al. 2005].

Des résultats plus récemment obtenus chez le xénope suggerent un role plus tardif du
gene dans le controle de la prolifération cellulaire. Chez cette espece, I'expression de Vax2 est
maintenue dans la partie ventrale de la rétine neurale, ou les cellules continuent de proliférer
tout au long de la vie de 'animal [Liu et al., 2001 ; Casarosa et al., 2005]. La surexpression du
gene conduit a une réduction importante de la prolifération cellulaire, suggérant un role de

ce facteur dans le controle de ce processus [Liu et al., 2008].
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I.B. Six3

Le géne Six3 code pour un facteur de transcription a homéodomaine possédant
également un domaine six. Il présente au cours du développement de l'ceil un profil
d’expression dynamique et complexe, qui suggere une implication dans plusieurs processus
[Oliver et al 1995; Bovolenta et al., 1998; Dyer et al, 2003; Wargelius et al, 2003].
Initialement localisée dans le territoire présomptif de 1'ceil des stade plaque neurale, son
expression est ensuite retrouvée dans la cupule optique, puis dans la couche nucléaire
interne et la couche de cellules ganglionnaires de la rétine en cours de différenciation. Elle se
maintient également dans la rétine différenciée (cellules amacrines, horizontales et
ganglionnaires mais également photorécepteurs).

L’analyse de mutants conditionnels de souris montre que Six3 est indispensable a la
spécification de la neurorétine (mais pas de la rétine pigmentée présomptive) et que cette
fonction fait intervenir une répression directe de la transcription de Wnt8 [Liu et al, 2010].
Des expériences de surexpression dans des explants de rétine de souris en culture
soutiennent également une implication du géne dans les choix de destins cellulaires dans la
rétine, la co-expression ectopique avec les facteurs NeuroD ou Math3 conduisant a la
différenciation de cellules amacrines et horizontales respectivement [Inoue et al., 2002]. Des
expériences de transactivation dans des cellules en culture suggeérent enfin que le géne de la
rhodopsine est une cible directe de Six3, qui pourrait donc jouer un roéle dans la

différenciation des photorécepteurs [Manavathi et al. 2007].

I.C. Prox1

Le facteur Prox1 est un autre facteur de transcription a homéodomaine dont le role
dans le controle de la prolifération et la différenciation cellulaires dans la rétine a été bien
démontré. Dans la rétine différenciée, son expression a été décrite dans les cellules
horizontales, bipolaires, les cellules de Miiller ainsi que dans certaines populations de
cellules amacrines et de photorécepteurs [Dyer et al., 2003; Cid et al., 2010].

L’analyse de souris ProxI-/- montre une absence des cellules horizontales chez le
mutant et un nombre de progéniteurs neuraux anormalement élevé, lié a un défaut des
mécanismes controlant la sortie du cycle cellulaire. Inversement, 1’expression ectopique du
gene par infection de rétine natale de rat a l'aide de vecteurs rétroviraux recombinants
conduit les cellules infectées a une sortie prématurée du cycle cellulaire et favorise la
formation de cellules horizontales, au détriment des types cellulaires dont le destin est

déterminé tardivement comme les cellules bipolaires [Dyer et al., 2003].
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Figure 30. Fonctions de Pax6 dans les progéniteurs cellulaires chez la souris. A. Dans la rétine
centrale, au voisinage de la vague de différenciation, Pax6 est requis pour l'expression de facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation d’un lignage donné. B. Dans les cellules progénitrices
situées dans la périphérie, Pax6 inhibe Crx et est essentiel a la I'expression de genes proneuraux. [Tiré
de Oron-Karni et al., 2008]
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1.D. Pax6

Le géne Pax6 code pour un facteur de transcription possédant un domaine paired et
un homéodomaine. Il joue au cours du développement de I'ceil des roles complexes, qui ont
fait 'objet de trés nombreuses études. Son expression est observée des la formation du
territoire optique dans la plaque neurale. Elle se restreint a I'extrémité dorso-distale de
'évagination optique puis de la cupule optique, sous 'action de la voie hedgehog [Zhao et
al., 2010].

En accord avec ces territoires d’expression, les mutants murins homozygotes pour la
mutation Small eye du géne présentent un défaut de morphogenese de la vésicule optique et
une absence du cristallin, responsable plus tardivement de la perte de I'ceil [Grindley et al.,
1995 ; Ashery-Padan et al., 2000]. L’expression de Pax6 est également maintenue au cours de
la différenciation de la rétine neurale, avec une expression initialement présente dans tous les
progéniteurs, et qui se restreint d’abord dans la couche nucléaire interne puis dans la rétine
différenciée, aux cellules ganglionnaires, horizontales et amacrines [Belecky-Adams et al.,
1997 ; Perron et al., 1998 ; Marquardt et al., 2001 ; de Melo et al., 2003].

Les analyses conduites notamment chez la souris mettent en évidence plusieurs roles
dans le choix des destins cellulaires au cours de la différenciation de la rétine. Leur
compréhension doit tenir compte de données expérimentales difficiles a réconcilier a
premiére vue. Ainsi, malgré une morphogenese trés anormale de la vésicule optique, les
mutants murins Pax6-/~- expriment a ce niveau des marqueurs de neurogenéese (Betalll-
tubulin, Mash1), dont I'expression est beaucoup plus tardive chez des embryons sauvages
[Philips et al., 2005]. Aucune différenciation terminale des différents types cellulaires de la
rétine n'est cependant observée. En revanche, I'inactivation conditionnelle du gene a un
stade plus tardif et uniquement dans les régions marginales de la rétine, conduit a une perte
de I'état multipotent des progéniteurs rétiniens, qui se différencient en cellules amacrines,
seules [Marquardt et al., 2001]. Ces résultats suggérent que le role du gene au cours de la
différenciation de la rétine dépend de facon cruciale du contexte cellulaire précis.

En accord avec cette interprétation, des études détaillées de mutants conditionnels du
gene dans différentes populations de progéniteurs mettent en évidence leur hétérogénéité et
permettent d’identifier deux populations dans lesquels les roles de Pax6 différent
significativement [Oron-Karni et al., 2008]. Dans la région la plus périphérique de la rétine, le
gene réprime l'activation du programme de différenciation des photorécepteurs et son
inactivation conduit & une expression cellulaire autonome de Crx. Dans une zone
intermédiaire, localisée entre la rétine centrale et la zone précédente, le gene maintient un
état pluripotent et son inactivation conduit a la génération de cellules amacrines a 1'exclusion

de tout autre type cellulaire (cf. Figure 30).
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Figure 31. Identification des séquences de Six3 (A), Prox1 (B) et Vax2 (C) chez la lamproie.
Les séquences de ces genes sont schématisées en jaune et le cadre noir représente
I’homéodomaine. Les amorces utilisées pour cloner ces genes sont représentées en bleu.

Les séquences de ces fragments sont alignées avec les séquences de souris (Six3:

NM_011381 ; Prox1 : NP_032963.1 ; Vax2 : Y17792.1).
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II. Résultats : caractérisation de 1’expression des genes Vax2, Pax6, Six3 et Prox1 dans

I'ceil de lamproie aux stades embryonnaires et pro-larvaires

II.A. Obtention des sondes

Une sonde Pax6 recouvrant l'ensemble de la région codante située entre
I’'homéodomaine et le domaine Paired avait été obtenue précédemment par PCR dégénérée
et était disponible dans le laboratoire [Derobert et al., 2002].

Les sondes Prox1, Vax2 et Six3 ont été amplifiées par PCR dégénérée a partir de
cDNA d’embryons de lamproie aux stades embryonnaires (mélange de stades 24 a 26). Les
séquences des amorces ont été choisies d’apres les séquences génomiques de P. marinus
obtenues (http://pre.ensembl.org/Petromyzon_marinus). Pour la sonde PmSix3, des
amorces situées a environ 50 résidus avant '’homéodomaine et a 40 résidus apres le début de
I’homéodomaine ont été utilisées pour obtenir une sonde d’environ 300 nucléotides (cf.
Figure 31. A). Pour la sonde PmProx1, les amorces utilisées sont localisées a 20 résidus avant
la fin de 'homéodomaine et a 14 résidus apres '’homéodomaine et permettent I'obtention
d’une sonde d’environ 150 nucléotides (cf. Figure 31. B). Enfin, pour la sonde PmVax2, des
amorces situées a 10 résidus avant la fin de 'homéodomaine et a 20 résidus en aval de celui-
ci ont été utilisées pour obtenir une sonde d’environ 150 nucléotides (cf. Figure 31. C).

Chaque insert a ensuite été cloné dans le vecteur pt19R. Dans tous les cas, les sondes
ont été obtenues par transcription in vitro de ’ARN antisens en présence de Digoxigénine-
11-UTP.

II. B. Profils d’expression dans 1’ceil embryonnaire et prolarvaire chez la lamproie P.

marinus.

Les hybridations in situ ont été effectuées en utilisant des protocoles standard soit sur
embryons entiers (stades 22 a 26), soit sur coupes histologiques de la région de 1'ceil chez des
prolarves de stade 30. L’étude de ces stades recouvrent les premieres étapes du
développement de I'ceil : I'évagination optique (stade 23), la vésicule optique (stade 24), la

cupule optique (stade 25 et 26) et la rétine différenciée (stade 30).

Comme publié précédemment [Derobert et al., 2002], I'expression du gene PmPax6 est
détectée a partir du stade 23 dans le systeme nerveux antérieur et dans I'évagination optique.
Aux stades 24 et 25, le transcrit est détecté dans la totalité de la vésicule optique ainsi qu’au
niveau du pédoncule optique (cf. Figure 32. B, B et B”). A ces stades, PmPax6 est également
exprimé dans tout le diencéphale, excepté dans sa partie la plus ventrale (cf. Figure 32. B’
tétes de fléche). Au stade 26, I'expression de PmPax6 commence a se régionaliser dans la

cupule optique, localisée au niveau de la rétine neurale et plus spécifiquement au
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niveau des marges (cf. Figure 32. D”). Une expression faible dans le pédoncule optique
persiste a ce stade (cf. Figure 32. D’). Les transcrits sont également détectés au niveau du
cristallin. Au stade 30, le signal PmPax6 se restreint principalement aux marges dorsale et
ventrale de la rétine et aux populations cellulaires internes mais il est exclut les cellules
photoréceptrices, positives pour I'expression d’opsines [Melendez-Ferro et al., 2002; cf.
Figure 33].

L’expression de PmSix3 est détectée a partir du stade 23 (cf. Figure 32. E). A ce stade,
I"expression est présente antérieurement, dans la partie ventrale du tube neural. A partir du
stade 24, du signal est visualisé dans 1'épithélium olfactif, dans la région ventrale du
télencéphale ainsi que dans des zones du di- et du mes-encéphale (cf. Figure 32. F-H). Cette
expression est maintenue au moins jusqu’au satde 27. Au niveau de I'ceil, PmSix3 est exprimé
dans tout le pédoncule optique et la vésicule optique depuis le stade 24 et jusqu’au stade 26.
Plus tardivement, au stade 30, les transcrits sont détectés dans les populations cellulaires
internes de la rétine comme dans le cas de PmPax6. Cependant, contrairement a ce dernier, le

signal exclut les régions les plus marginales (cf. Figure 40).

L’expression de PmVax2 est détectée au niveau du diencéphale ventral des le stade 23
et jusqu’au stade 26 (cf. Figure 32. I-L). Aux stades 24, le pédoncule optique et la cupule
optique sont également marqués. Le marquage dans la cupule optique est régionalisé et se
restreint a sa partie ventrale et nasale. Le signal dans I'ceil devient indétectable a partir du
stade 25, alors que le marquage dans le diencéphale ventral et la partie ventrale du

pédoncule optique persiste.

Aucune expression du gene PmProx1 n’est détectée aux stades embryonnaires stades
23 a 26). Un tres faible signal est observé dans la région interne de la rétine au stade 30 (cf.
Figure 330). La présence de ce signal doit cependant étre confirmée, en utilisant une sonde

plus longue et a des stades plus tardifs du développement de la rétine.

Figure 32. Profile d’expression de Pax6, Six2 et Vax2 dans les structures optiques de
I'embryon de lamproie. A-D : Hybridation in situ sur embryons entiers aux stades 23 a 26, avec la
sonde Pax6. B’, B”, D" et D" sont des coupes effectuées au niveau du nerf optique et de I'cil,
sur les embryons présentés en B et en D, respectivement. E-H : Hybridation in situ sur embryons
entiers aux stades 23 a 26, avec la sonde Six3. F’, F”, H" et H” sont des coupes effectuées au
niveau du nerf optique et de 'eil, sur les embryons présentés en F et en H, respectivement. I-
L : Hybridation in situ sur embryons entiers aux stades 23 a 26, avec la sonde Vax2. ]’, J”, L” et L”
sont des coupes effectuées au niveau du nerf optique et de I'ceil, sur les embryons présentés en
J et en L, respectivement. Di : diencéphale ; e : ceil ; mes : mésencéphale ; oc : cupule optique ; on :

nerf optic ; ul : lévre supérieure.
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Figure 33. Profile d’expression de Pax6 (A), Six3 (B) et Prox1 (C) dans l'eil de la prolarve.
Hybridation in situ sur coupe d’embryons de stade 30. Pax6 est exprimé principalement dans la
couche nucléaire interne et dans le cristallin, mais on retrouve également des transcrits dans les
photorécepteurs et le RPE wventral. Dans l'ceil post métamorphique (OPM), Pax6 est détecté
uniquement dans les cellules ganglionnaires et dans la marge. GCL : ganglionar cell layer ; INL :
inner nuclear layer ; ONL : outer nuclear layer ; PR : photorecepteurs ; RPE : retinal pigmented

epithelium.
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Aux stades évagination et cupule optiques, il y a conservation des profiles
d’expression entre les genes de lamproie et ceux des gnathostomes. En effet, PmVax2 reste
confiné a la partie du pédoncule optique alors que PmSix3 et PmPax6 sont exprimés dans la
cupule optique. Ceci suggere donc une conservation dans les mécanismes de régulation de
ces genes.

La seule différence notable réside dans l'expression de PmPax6 dans le nerf optique
chez la lamproie. Chez les gnathostomes, la transcription de Pax6 est réprimée dans cette
région par la voie de signalisation Hh provenant du tube neural ventral, Pax2 et Vax1/2. Or
le morphogene Hh n’est pas présent chez la lamproie dans le télencéphale ventral chez la
lamproie [Osorio et al., 2005] et PmPax2 ne semble pas exprimé dans les tissus ventraux
[McCauley & Bronner-Fraser, 2002]. Cependant, PmVax2 est restreint a la partie ventrale du
pédoncule optique ot PmPax6 est absent; les profils d’expression de ces genes semblent

complémentaires, indiquant également une conservation par rapport aux gnathostomes.

Dans la rétine en cours de différenciation, I'expression de PmProx1, PmSix3 et PmPax6
dans les cellules de la couche interne est également conservée. Concernant les marges de la
rétine embryonnaire, elles sont Pax6-positives, comme ce que l'on observe chez les
osteichtyens. Comme pour les genes Otx, il y a donc conservation de la dynamique
d’expression de ces genes par rapport aux gnathostomes, indiquant que les processus de

différenciation de la rétine sont similaires entre ces deux taxons.

II.C. Mécanismes de signalisation impliqués dans la régionalisation proximo-distale de

I’eeil embryonnaire chez la lamproie : résultats préliminaires.

Les profils d’expression des genes PmPax6 et PmVax2 suggérant une conservation des
mécanismes de spécification du pédoncule optique, j'ai cherché a tester la conservation de
I'implication de la voie FGF, bien décrite chez le xénope. Pour cela, jai effectué des
traitements d’embryons au stade 24 a 'aide de l'inhibiteur de cette voie SU5402 (inhibiteur
pharmacologique se fixant sur les récepteurs FGF, VEGF et PDGF tyrosine kinase). Les

embryons ont été prélevés apres trois jours de traitement soit au stade 25.

Des tests préliminaires de concentration montrent que le traitement conduit a de
nombreuses anomalies de développement. En effet, dés 50uM, une petite quantité
d’individus présentaient des anomalies de développement visibles a partir du stade 25:
cavité cardiaque fortement augmentée, réduction de la taille de la téte, courbure anormale de
I'embryon, formation de vésicule/oedémes dans le vitellus et la partie postérieure de
I'embryon. Plus la concentration de SU5402 est importante, plus le nombre d’embryons

présentant ce phénotype est grand. La majorité des embryons restent cependant viables aux
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Figure 34. Traitement au SU5402. Des embryons de stade 24 ont été traités sur 3 jours au SU5402,
puis fixés. Hybridation in situ sur embryons entiers avec les sondes PmPax6 (A-D), PmSix3 (E-H),
PmVax2 (I-L) et PmOtxA (M-P). Pour chaque sonde, 2 embryons contrbles et 2 embryons traités
sont présentés. Les coupes en B’, D', F', H’, J', L', N’ et P’ ont été effectuées sur les embryons

présentés en B, D, F, H, |, L, N et P respectivement, suivant le plan du pédoncule optique.
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concentrations les plus fortes testées : 150 uM. C’est cette concentration que j'ai utilisée pour

tester un effet éventuel sur la spécification du pédoncule optique.

Les hybridations ont été effectuées avec les sondes PmPax6, PmVax2, PmOtxA et
PmSix3, sur des embryons controles et traités.

Lors de l'utilisation des sondes PmPax6 et PmSix3, on note une intensification
significative du signal dans le pédoncule optique par rapport a la cupule optique chez tous
les embryons traités avec la sonde PmPax6 (n=5) et pour 60% des embryons avec la sonde
PmSix3 (n=5), par rapport aux embryons controles (cf. Figure 34. A-D et E-H).

Pour la sonde Vax2, le signal est visible dans la partie ventrale du pédoncule optique
chez les embryons sauvages (cf. Figure 34. J) et est présent dans un territoire un peu plus
restreint chez I'embryon traité (cf. Figure 34. L). Seuls 2 embryons de chaque conditions ont
été coupés, il est donc nécessaire d’effectuer de nouvelles manipulations afin de confirmer ce
résultat.

Concernant la sonde PmOtxA, le signal est intensifié et présente une expansion chez
tous les embryons traités (n=5) alors qu’il est normalement restreint a la rétine pigmentée

présomptive (cf. Figure 34. M-P).

Ces données soutiennent donc l'hypothese d’une conservation du role de la
signalisation FGF dans la spécification ventrale du pédoncule optique. Elles doivent
cependant étre confirmées par des séries supplémentaires indépendantes d’expériences. Une
étude des relations entre I'effet observé et la dose d’inhibiteur utilisée devra également étre
engagée.

L’identification du ligand impliqué dans ce processus reste également a préciser. En
effet, les morphogenes FGF3 et FGF8 sont exprimés au niveau du pédoncule optique chez les
ostéichtyens [Martinez-Morales et al., 2005]. Chez la lamproie, un paralogue FGF8 a été
décrit dans I'oreille interne [Hammond & Whithfield, 2006], mais aucune donnée n’a été

publiée quant a une éventuelle expression dans les tissus neuraux.
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CHAPITRE III

Caractérisation d’homologues de FoxG1 chez la
lamproie Petromyzon marinus et la roussette

Scyliorhinus canicula.
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Figure 35. Arbre phylogénétique de la famille Fox par la méthode de Neighbor Joining. Les
séquences utilisées pour cette arbre proviennent de I’'amphioxus (Branchiostoma floridae ; amphi), de
la cione (Ciona intestinalis ; Ci ou GCi), de la drosophile (Drosophila melanogaster ; Dm), du poisson
zebre (Danio rerio ; Dr), du fugu (Fugu rubispes ; Fr), de I'homme (Homo sapiens ; Hs) et du xénope
(Xenopus laevis ; XI). Les numéros représentent le pourcentage de bootstrap sont présentés a coté du
neeud correspondant ; les valeur de bootstrap inférieure a 60 ne sont pas précisées. Les encadrements
gris correspondent aux sousclasses. Il n'y a pas de racine a cet arbre, la soufamille FoxP a donc été

utilisée comme racine pour une meilleure lisibilité. [tiré de Mazet et al., 2003]
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CHAPITRE III: Caractérisation d’'un homologue de FoxG1 chez la lamproie

Petromyzon marinus et la roussette Scyliorhinus canicula.

Nous nous sommes intéressés au gene FoxG1 de lamproie pour tester la conservation de son
implication dans la régionalisation naso-temporale de la rétine a I'échelle des vertébrés. Son expression
dans l'ceil de lamproie est cependant tres restreinte. Les données montrent en revanche pour la
premiere fois chez cette espéce une expression télencéphalique du gene, sous le controle d'une

signalisation impliquant un récepteur aux FGF.

I. Origine du gene FoxG1 chez les métazoaires et évolution structurale chez les vertébrés

I.A. Origine des genes de la classe FoxG

La premiére caractérisation des genes désignés aujourd’hui sous le nom de FoxG a été
réalisée chez la drosophile, avec l'identification, par criblage génétique, de deux paralogues :
sloppy-paired 1 et 2 [Grossniklaus et al., 1992]. Ces deux genes, situés sur un méme locus et
tres clairement apparentés de par leur séquence protéique, profil d’expression et fonction,
jouent des roles redondants dans la spécification de segments céphaliques
(mandibulaire, occulaire et antennal), ainsi que dans le contrdle de la segmentation du tronc.
Tous deux possédent un domaine de liaison a I’ADN de type « Winged Helix », apparenté a
celui de la protéine forkhead et appartiennent donc a la famille des genes Fox (pour
Forkhead box). Cette derniére compte 23 classes chez les vertébrés, dont la grande majorité
contient a la fois des genes de protostomiens et de deutérostomiens, et ont donc été fixées
avant la séparation entre ces groupes [Kaestner et al., 2000 ; Yamada & Martindale, 2002 ;
Mazet et al. 2003 ; Magie et al., 2005 ; Yu et al. 2008 ; Hannenhali & Kaestner, 2009 ; Shimeld
et al. 2010 ; cf. Figure 35]. Parmi celles-ci, plusieurs sont retrouvées chez des cténaires, des
cnidaires et méme des éponges, ce qui indique une origine ancienne chez les métazoaires
[Larroux et al. 2008].

C’est notament le cas de la classe FoxG. Des genes dont le domaine forkhead est sans
ambiguité apparenté a celui de sloppy paired sont ainsi présents chez les protostomiens, avec
des genes identifiés chez I'araignée Cupiennius salei, le coléoptére Tribolium castaneum ou la
planaire Dugesia japonica [Koinuma et al., 2003 ; Damen et al., 2005 ; Choe et al., 2006], chez
tous les grands groupes de deutérostomiens: les vertébrés, 1'hémichordé Saccoglossus
kowalevskii, I'amphioxus Branchiostoma floridae, 1'ascidie Ciona intestinalis [Toresson et al.,
1998 ; Lowe et al., 2003], mais également chez I'anémone de mer Nematostella vectensis, un
cténophore Mnemiopsis leydyi [Yamada & Martindale, 2002] et méme 1'éponge Amphimedon
queenslandica [Larroux et al. 2008]. Ces genes s’expriment de fagon régionalisée chez tous les

métazoaires étudiés, y-compris le cténophore M. leydyi, chez lequel les transcrits sont
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restreints aux micromeres de la partie aborale [Yamada & Martindale, 2002]. En ce qui
concerne les bilatériens, ces genes présentent dans tous les cas étudiés un territoire
d’expression antérieur. Ces genes sont ainsi exprimés dans les segments céphaliques chez les
arthropodes et on retrouve une expression dans le systeme nerveux central antérieur de la
planaire [Graussniklauss et al., 1992 ; Koinuma et al., 2003]. Des expressions localisées dans
la partie antérieure de I'embryon ont également été observées chez les vertébrés (voir ci-
dessous), 1'hémicordé S. kowalevski (ectoderme antérieur) et 1'amphioxus B. floridae

(vésicule cérébrale) [Toresson et al., 1998 ; Lowe et al., 2003].

I.B. Composition de la famille FoxG chez les vertébrés, principales caractéristiques

d’expression

Chez les vertébrés, seuls les génes d’osteichtyens ont pour I'instant été caractérisés :
un gene unique a ainsi été identifié chez le xénope, le poulet ainsi que tous les mammiferes
étudiés [Tao & Lai, 1992 ; Bourguignon et al., 1998 ; Chang et al., 1995]. En revanche, au
moins trois genes, appelés Foxgla, Foxglb et Foxglc sont présents chez le poisson zebre
[Toresson et al., 1998 ; Zhao et al., 2009].

Les comparaisons de leurs caractéristiques d’expression mettent en évidence des
territoires conservés chez I'ensemble des osteichtyens. A des stades précoces, I'expression est
localisée dans la partie la plus antérieure de la plaque neurale puis dans 1'ensemble du
télencéphale, région dorso-médiane exclue [Tao & Lai, 1992 ; Papalopulu & Kintner, 1996 ;
Dou et al., 1999 ; Toresson et al.,, 1998]. Une expression télencéphalique persiste ensuite
durant toute I'embryogeneése, excepté dans la région dorso-médiane, mais elle se restreint
ensuite au télencéphale ventral [Dou et al., 1999].

On retrouve également une expression dans les structures sensorielles comme la
cupule optique et les placodes optique et olfactive [Toresson et al., 1998 ; Pauley et al., 2006 ;
Duggan et al.,, 2008]. Dans 1'ceil, I'expression de FoxG1 est visible des la formation de
I"évagination optique. Ce géne continue ensuite a étre exprimé dans le pédoncule optique et
dans les cellules ganglionnaires situées dans la région nasale de la cupule optique [Tao & Lai,
1992 ; Pratt et al., 2004]. Concernant le systéme auditif, FoxG1 est d’abord exprimé au niveau
des placodes otiques, puis dans 1’oreille interne a la fois chez I’embryon et chez 'adulte [Tao
& Lai, 1992 ; Hebert & McConnell, 2000 ; Toresson et al., 1998 ; Zhao et al., 2009 ; Urness et
al., 2010]. Enfin, des transcrits pour FoxG1 sont également retrouvés dans la placode olfactive
puis dans les bulbes olfactifs cellulaires [Duggan et al., 2008 ; Kawauchi et al., 2009]. Chez le
poisson zebre qui posséde trois genes paralogues, la forme Foxgla est exprimée dans
I'ensemble de ces territoires. En revanche, 1'expression des paralogues Foxglb et Foxglc se
restreint a la rétine et l'oreille interne, respectivement, ce qui suggere une spécialisation

fonctionnelle de ces génes apres duplication [Toresson et al., 1998 ; Zhao et al., 2009].
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E9.0 E10.0

Figure 36. Régionalisation dorso-ventrale du télencéphale chez la souris. Au stade E9,0 (A), le
télencéphale est subdivisé en 2 sous régions alors qu’au stade E10,0 (B), il est subdivisé en 4 régions.
La région dorsale marquée par Gli3 au stade E9 est divisée en deux au stade E10 par I'expression de
BMP et de WNT dans la partie la plus dorsale et par des gradients d’Emx et de Pax6 dans la partie
médiane. La région ventrale marquée par FGF et FoxG1 au stade E9 est divisée en deux au stade E10

par l'expression de Nkx2.1 dans la partie la plus ventrale et par Gsh2 dans la partie médiane. [Tiré de
Hébert & Fishell, 2008].
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II. Fonctions du gene FoxG1 chez les vertébrés

Les analyses fonctionnelles de FoxG1 ont été principalement ciblées sur le cerveau
embryonnaire et les organes des sens chez la souris, le poisson-zebre et dans une moindre
mesure le xénope et le poulet. Elles ont mis en évidence des roles relativement complexes
dans l'acquisition de l'identité régionale de grands domaines télencéphaliques, dans le

contrdle de la neurogenese et du guidage axonal.

II.A. Télencéphale

FoxGl1 apparait tout d’abord comme un acteur clef, jouant des roles complexes, dans
la régionalisation du télencéphale (cf. Figure 36). Une premiere fonction du gene, démontrée
chez la souris et chez le poisson-zébre, est la spécification du sous-pallium. En absence
d’activité de FoxGl, on observe chez les deux espéces une forte réduction du domaine
d’expression de génes marqueurs de ce territoire, tels que Nkx2.1 et Dix2 [Dou et al., 1999 ;
Huh et al, 1999; Danesin et al.,, 2009]. Cette fonction du géne s’exerce en aval des
signalisations Shh et Fgf8, [Danesin et al., 2009 ; Manuel et al., 2010]. Un autre role distinct de
FoxG1 est la restriction de I'expansion ventrale du pallium et du territoire d’expression de
ces marqueurs (Emx2, Pax6), via une répression directe de la transcription de Wnt8 et de la
signalisation Wnt canonique médiée par ce ligand dans la partie dorsale du télencéphale
[Danesin et al., 2009].

Les autres roles bien documentés du géne au niveau du télencéphale concernent le
contrdle de la neurogenése et de la prolifération cellulaire. Chez des souris présentant une
mutation nulle de FoxG1, la différenciation neurale dans le télencéphale est plus précoce que
chez le sauvage et le nombre de cellules a se différencier est plus important [Dou et al., 1999 ;
Hanashima et al., 2007]. Inversement, la surexpression ou l'expression ectopique de FoxG1
chez le xénope entraine un retard de différenciation et une prolifération cellulaire
anormalement élevée [Bourguignon et al., 1998; Hardcastle & Papalopulu, 2000]. Les
mécanismes moléculaires sous-jacents pourraient faire intervenir une fixation de FoxG1 aux
protéines effectrices en aval de la signalisation des TGF-f (telles que FAST2 ou les Smads) et
ainsi inactiver cette voie de signalisation, dont le role est d'inhiber la prolifération cellulaire
[Dou et al., 2000 ; Seoane et al., 2004]. FoxG1 permet également de réprimer la transcription
des facteurs p21 et p27XICl, deux inhibiteurs de kinase cycline-dépendante [Hardcastle &
Papalopulu, 2000 ; Seoane et al., 2004 ; Siegenthaler et al., 2008]. Enfin, il a été démontré que
FoxGl1 et le facteur Bmil interagissent afin de maintenir 1'état multipotent des cellules

souches neurales, dans le cerveau antérieur [Fasano et al., 2009].
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FoxG1 WT FoxG1-/-

Figure 37. Schématisation des projections ipsi- et contra-latérales chez les embryons
sauvages et mutés pour FoxGl. Chez les embryons sauvages, seules les cellules ganglionnaires
situées dans la région temporale projetent ipsilatéralement. La présence de FoxG1 dans les axones
facilitent le passage du chiasme optique. Chez les embryons mutants pour FoxGl, les fibres axonales
provenant de toute la rétine sont plus facilement répulsées lors du voisinage du chiasme optique ; elles
rejoignent alors le trajet ipsilatéral. [Adapté de Pratt et al., 2004 et Petros et al., 2008]
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Les mécanismes qui régulent 1'expression de FoxG1l dans le télencéphale ont fait
I'objet d’analyses détaillées. Chez la souris, la signalisation FGF joue un role clef dans la
formation précoce du télencéphale, qui est sous le contrdle d'un centre organisateur sécrétant
plusieurs ligands FGF et localisé dans la partie la plus rostrale de la plaque neurale (Anterior
Neural Ridge ou bourrelet neural antérieur). Cette signalisation est nécessaire a la
transcription du gene dans le télencéphale, comme le montre 'analyse de triples mutants
conditionnels pour les récepteurs FgfR1, FgfR2 et FgfR3 [Paek et al., 2009].

L’expression du gene est également régulée au niveau post-traductionnel. En effet, la
protéine présente une localisation nucléaire dans les cellules progénitrices du télencéphale
mais cytoplasmique dans les cellules en cours de différenciation. La combinaison d’analyses
biochimiques, d’études in vivo chez le xénope et dans des cultures primaires de cortex
embryonnaire de souris suggerent que cette localisation est régulée par des phosphorylations
au niveau de résidus bien identifiés de la protéine, qui conduisent soit a I'importation dans le
noyau, soit a I'exportation du noyau, et cela sous le controle des voies CKI (caséine kinase I)
et FGF-Akt kinase respectivement [Regad et al., 2007].

II.B. Organes sensoriels

En accord avec les profils d’expression observés, les embryons de souris mutants
pour FoxGl présentent des anomalies au niveau de l'ceil, de 1'épithélium olfactif et de
l'oreille interne [Hwang et al., 2009 ; Duggan et al., 2009 ; Kawauchi et al., 2009a]. L’analyse
de I'épithélium olfactif des embryons FoxG1-/- montre une réduction importante du nombre
des progéniteurs neuronaux, qui est restauré dans le mutant double pour le gene Gdfl1,
membre de la super-famille des TGF-f [Kawauchi et al., 2009b]. Dans le cas de 1'oreille
interne et de I'ceil, les analyses se sont principalement focalisées sur le role du gene dans le
guidage axonal [Pratt et al., 2004].

Dans I'ceil embryonnaire, I'expression de FoxG1 est dépendante de la signalisation
FGF et restreinte a la partie dorso-nasale de la rétine [Picker et al., 2009]. C’est du secteur
opposé, ventro-temporal, que sont issues la plupart des projections ipsi-latérales des cellules
ganglionnaires (les projections contra-latérales, qui traversent la ligne médiane au niveau du
chiasme optique et qui représentent plus de 95% des projections chez la souris a la naissance,
sont en revanche issues de 1'ensemble de la rétine). Chez des embryons FoxG1-/-, on observe
une expansion du territoire de genes dont I'expression est restreinte au secteur temporal a
I'état sauvage (Zic2, EphB1, Foxdl). En accord avec les roles décrits pour ces génes dans le
controle du type de projections issues de la rétine, on observe chez ce mutant une
augmentation du nombre de projections ipsi-latérales [Pratt et al., 2004 ; Tian et al., 2008 ; cf.
Figure 37].
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dcFoxelE G-——-—————---- CEAGVDOMA G- ——DLEQE — ~ e rerere s g m — — mm LLRGEVE~ e CELT~~ - - - - GHT VNP C3VILWIG0AS
CmFoxGlE G-----——------ CEEEVDOMANG— ——DLEHE- ~ s s s e m = = — = LLRGEVQ~rrn CELT~~ - - - - Y EVIPCEVELLAGOT

PmFox3zl VOPQICADAAGOPFNLBAARAQELCLGRLGGGHQELVEHLGLOQIFMQOOQ~HHHGRALARLLALALALYLLCGIATPVYPCGETPGE -~ CELHATGANG

[rrrrTrrr | rrarrrrr Tty TTTT | TrTOYT| TOTTYT|TTOIT|TTOTT[TTOYT[TTYIT[rrOT|TROTT| T[Ty
HsFoxGl YFFPHVPHPIMTAQ83TaMA---ARALSISTI-PQAPSTLEPCESLRPILPFTTGLAGELADYFTHQNQGE2SSNEPLIH
MFoxzl YFFPHVEHESMTSQT3TSMS ARAAARATE-PQAPSTLPCESLRPSLEPSFTTGLAGELEDYFTHONQEESSNELTH
EtFoxGl YFFPHVPHPSITAQSSTAMA---ARALSAATS-POAPSTLEPCESLRPALPSFTTGL AGGLADYFTHONOGISSNSLTH
CuFoxGla YFFPHVPHESMT 303 3T3MA- - - ARAASIT- 8- FQAFSTLFCESLRPALPIFSTGLAGELADYFTHQTQERSINELIH
ScFoxGla YFFPHVEPHESMT 2Q3 3T SMT ARTABET-3-PQAPSSLPCESLRPELPBFSTGLAGLIDYFTHONQEPSSNELIH

DrFoxGle YFYSHOVPHTAGLZAWIQEE- - - SYLIKTRP 8- GQFFP----GREPIPI32EYIGGLCTDIP 3YFPHFNTA S SMH- - ——
DrFoxGla YFFPHVPHESMT 3058 3T8ME- - - SRAASSS- 8- PQTASSLPCDSLRPSLASFS8GLASGLIDYFTHQNQGESTSNELIH
DrFoxGlh ¥YFYPGAQOP----Q3LP3AP---GYGI388----Q3P--LLEDSLRTELESFTAPLAGELL 8- - - —QHERVAPNEFLS
AcFox®lB YFFEFRLHHAEOSVOHOIGAGIGIPGGE a3 -~ -~ PPAASSLITETLREFALTTFP 3GLAAGF T YL 3QQNGGASGNIFLH

CmFoxzlE YFFPILHHAQRV-HOTGAGMGNP GGARS 33 3RPPAARALTADALRPTLETFP3GLAAGE 3EYLIQONGAT 33NEFLH
PmFoxzl TAASPGFIHVGPGTGYRLAGHLGLGESALOOGLAAHHOHHHETVAGHROSHIP -~ LMGFPGA~~~~~~GLOQIAYFGH

Figure 38. Alignement des séquences protéiques de FoxG1 de vertébrés. La séquence FoxG1 de
la lamproie a été alignée via ClustalWV, avec celles de I'homme (HsFoxG1 : NP_005240.3), de la
souris (MmFoxG1: NP_001153584.1), du xénope (XtFoxGl: AAI59145.1), du poisson zebre
(DrFoxGla: NP_571142.1; DrFoxG1lb: NP_998079.1;, DrFoxGlc: NP_001038680.1), de la
chimere (CmFoxG1A :AAVX01154608.1; CmFoxG1B: AAVX01346574.1) et de rousette
(ScFoxG1A et ScFoxG1B). Le domaine Forkhead est démarqué par I'encadrement noir; les amorces
utilisées afin de synthétiser la sonde ARN chez la lamproie sont signalées par I'encadrement jaune. Les
acides aminés spécifiques des génes FoxGI1A et FoxGIlB sont représentés en bleu et en rouge,

respectivement.
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III. Caractérisation des génes FoxGl chez la lamproie Petromyzon marinus et la
roussette : expression aux stades embryonnaires chez la lamproie.

(C. Rocancourt, A. Menuet, données non publiées)

La plupart des subdivisions du télencéphale apparaissent bien conservées entre
lamproie et les organismes modeles des ostéichtyens. Certaines différences ont cependant été
notées. Ainsi, un territoire sous-pallial appelé MGE (pour Medial Gangilonic Eminence)
exprime le facteur de transcription Nkx2.1 sous le controle de la signalisation hedgehog
[Murakami et al., 2005]. Ce territoire a été identifié chez tous les actinoptérygiens comme
chez les tétrapodes étudiés jusqu’a présent mais il reste indétectable chez la lamproie [Osorio
et al., 2005]. Par ailleurs, aucune indication d’expression des composants de la voie FGF n’a
pour linstant pu étre détectée au cours des étapes précoces du développement
télencéphalique chez cette espéce [Guérin et al., 2009].

Ces données posent donc la question de la conservation de I’ANR (Anterior Neural
Ridge ou bourrelet antérieur neural), centre organisateur bien décrit chez les ostéichtyens et
exprimant Fgf§ des le stade plaque neurale. Afin d’évaluer la conservation des mécanismes
précoces contrdlant la formation du télencéphale, le laboratoire a amplifié par PCR des
fragments de génes FoxGl a la fois chez la lamproie et la roussette. J’ai utilisé la sonde
obtenue chez la lamproie pour étudier 1'expression embryonnaire du gene et évaluer la

conservation de la régionalisation naso-temporale de la cupule optique chez cette espece.

ITII. A. Caractérisation d’un gene FoxG1 chez la lamproie et de deux paralogues chez la

roussette.

La recherche de séquences codant pour FoxG1 a été effectuée en utilisant 1’algorithme
tblastn dans les séquences génomiques publiées en ligne pour la lamproie P. marinus
(http:/ /pre.ensembl.org/Petromyzon_marinus/Info/Index), a l'aide d'une séquence
protéique de souris (NP_001153584.1). Cette recherche a conduit a I'identification d"un contig
(Pm_Contig79929), portant la totalité de la région codante sur un seul exon. La séquence
protéique déduite montre que le gene PmFoxG1 de lamproie code pour une protéine de 438
acides aminés, possedant un domaine Winged helix trés conservé avec celui des osteichtyens
(> 92% a 95% d’identité, voir Figure 38).

La recherche de séquences FoxG1 chez la roussette Scyliorhinus canicula a été effectuée
de la méme facon, a partir d’'une base de données contenant 250 000 ESTs embryonnaires
obtenues chez cette espece par le laboratoire en collaboration avec le Génoscope. Celle-ci a
conduit a l'identification de deux contigs, codant pour des protéines distinctes présentant
I'une et l'autre un domaine forkhead de type FoxGl (98 a 100% d’identité avec les
ostéichtyens), indiquant la présence de deux geénes paralogues, appelées ScFoxGlA et

ScFoxG1B chez cette espece. Des séquences protéiques clairement apparentées a chacune de
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L3

FoxG1B - St. 16 FoxG1B

Figure 39. Profil d’expression de FoxG1A et FoxG1B chez la roussette. A-C. Hybridation in situ
sur embryons entiers avec la sonde pour FoxG1A aux stades 16 (A), 18 (B) et 20 (C). Les transcrits
pour ce géne sont visualisés dans le tube neural antérieur, la cupule optique, I’oreille interne et les arcs
branchiaux. D-F. Hybridation in situ sur embryons entiers avec la sonde pour FoxG1B aux stades 16
(D), 18 (E) et 20 (F). Le gene est exprimé dans la cupule optique et l'oreille interne.
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ces deux formes et appelées CmFoxGlA et CmFoxG1B peuvent étre déduites de contigs
identifiés dans le génome de la chimere Callorhinchus milii, ce qui montre que ces deux genes
étaient déja présents chez le dernier ancétre commun des chondrichtyens. La comparaison
des séquences obtenues chez S. canicula et C. milii avec les séquences décrites chez les
ostéichtyens montre que les formes ScFoxGIA et ScFoxG1B se rapprochent respectivement
I"'une des séquences FoxG1 de tétrapodes et FoxG1A de poisson-zebre, I'autre de la séquence
DrFoxG1b de poisson-zebre, au niveau d"un ensemble de résidus montrés en couleur dans la
figure 38.

Les analyses phylogénétiques en cours dans le laboratoire confirment ces parentés
(données non montrées, S. Mazan et M. Coolen com. personnelle) et montrent que les genes
FoxG1A et FoxG1B des chondrichtyens définissent deux classes d’orthologie distinctes fixées
avant la radiation des gnathostomes. La présence de plusieurs paralogues chez le poisson-
zébre ne résulte donc pas uniquement de duplications intervenues dans la lignée des
actinoptérygiens comme on le croyait jusqu’ici. De plus, ce travail indique que la forme

FoxG1B ancestrale a été perdue par les tétrapodes.

IIL. B. Analyse du profil d’expression de ScFoxG1

Afin de déterminer le profil d’expression des genes ScFoxGI1A et ScFoxG1B chez la
roussette, des sondes ARNs antisens marquées a la digoxygénine-11-UTP ont été
synthétisées a partir d’un fragment de la séquence ADN. L’hybridation in situ a été effectuée

sur des embryons entiers du stade 16 au stade 20.

ScFoxG1A est exprimé précocément dans le télencéphale, plus fortement dans la
partie ventrale (cf. Figure 39. A-C). Les transcrits sont également détectés dans la région
dorsale des arcs branchiaux, dans la placode otique au stade 16 puis dans l'oreille interne
aux stades 18 et 20. Une zone a proximité de l'oreille interne présente également des
transcrits pour ce gene ; ce site sera a identifier lors des cupules de ces embryons.

L’expression de ScFoxG1B est beaucoup moins forte et le profile d’expression est donc
plus délicat a obtenir. Cependant, les transcrits ont été visualisés dans la région nasale de la
cupule optique a partir du stade 16 (cf. Figure 39. D) ; ce signal semble moins intense aux
stades 18 et 20. Autrement, un marquage est visible dans la partie antérieure de la vésicule
optique dés le stade 18 (cf. Figure 39. E). Comme précédemment, des cupules sur ces

embryons devraient permettre de localiser plus précisemment le signal dans les tissus.

Chez le poisson zebre, seul FoxGla est exprimé dans le télencéphale [Toresson et al.,
1998], ce qui est également le cas de FoxG1A de roussette. De méme, les génes FoxG1b et
FoxGIc de poisson zébre et le géne FoxG1B de roussette sont restreints a I'ceil et a la vésicule
optique [Zhao et al., 2009].
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Figure 40. Profil d’expression de PmFoxG-1. Hybridation in situ sur embryons entiers (A-F) et
coupes d’embryons post-hybridation (C’, C”, D', E’, E”, G-L). A. Stade 22 : début de I’expression de
PmFoxG-1 dans la partie antérieure du tube neural. B, C. Stades 23 et 24, marquage du tube neural
antérieur et des arcs branchiaux. C” : Coupe transversale d’un embryon de stade 24 au niveau des arcs
branchiaux : le signal est présent dans la partie ectodermique. C”" : Coupe saggitale d'un embryon de
stade 24 au niveau de l'oreille interne, les tétes de fléches montre les frontiéres du marquage. D, E.
Stades 25 et 26, marquage du nerf optique, de la rétine nasale, dela partie ecto- et endo-dermique des

arcs branchiaux et du mésenchyme mandibulaire. D’. Coupe semi-coronale, le long du nerf optique
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III. C. Analyse du profil d’expression de PmFoxG1

La sonde FoxGI utilisée pour déterminer le profil d’expression de ce géne chez la
lamproie a été synthétisée suivant la méme méthode que pour la roussette. Les amorces
utilisées sont indiquées sur la Figure 40. L'hybridation in situ a été effectuée sur des
embryons entiers du stade embryonnaire 22 au stade prolarvaire précoce 26 (stades

déterminés d’apres la table de développement de Tahara, 1956 ; cf. Annexe C).

L’expression de PmFoxGI1 est détectée deés le stade 22, dans la région antérieure
ventrale du tube neural (cf. Figure 47. A - F). Ce territoire dans le cerveau antérieur
s’intensifie a partir du stade 24. Au stade 26, les transcrits sont présents dans la quasi-totalité
du télencéphale, avec une intensité de signal maximale dans la partie ventrale et minimale
dans la partie dorsale (cf. Figure 40. G). Ce signal est trés semblable a celui décrit chez les
ostéichtyens, qui exclut la région médiane dorsale du télencéphale.

Une expression de PmFoxG1 est détectée dans I'évagination optique au stade 23 (cf.
Figure 40. B’). Au stade 25, cette expression apparait restreinte au pédoncule optique et a la
région nasale de la rétine neurale (cf. Figure 40. D, D’, E, E”). Le signal persiste dans la
région nasale de la cupule optique jusqu’au stade 26, alors que I'expression dans le nerf
optique a disparu. Le transcrit pour PmFoxGI est également détecté dans 1'épithélium
olfactif, a partir du stade 25 (cf. Figure 40. D, D’, E). 1l s’agit d'une expression localisée dans
la partie ventrale postérieure de 1'épithélium olfactif. Enfin, un marquage de faible intensité
est détecté dans la partie dorsale de la vésicule otique chez les embryons de stade 24 a 25 (cf.
Figure 40. C, C”).

Le transcrit de PmFoxG1 est également présent au niveau des arcs branchiaux de
I'embryon, des le stade 23. Les régions dorsales de chaque arc branchial expriment ce gene
dans les composants endodermiques et ectodermiques de tous les arcs branchiaux (cf. Figure

40. C’, G). Au stade 26, le signal s’étend dans le mésenchyme céphalique jusqu’a la région

Suite de la légende de la figure X.
(0s) et de la cupule optique (oc). E’, E”. Coupes transversales d’une mebryon de stade 26 au niveau

du télencéphale et du nerf optique, respectivement. F. Stade 27 : marquage du télencéphale, du
mésenchyme mandibulaire et des arcs branchiaux. G. Coupe saggitale d'un embryon de stade 25.
Marquage du télencéphale et des arcs branchiaux. H-L. Coupes transversales d'un embryon de stade

27. Marquage au niveau du mésenchyme mandibulaire et de tissu pharyngien (téte de fleche).
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St24-26 (4j)  SUO

St24 - 26 (4j) SU75
F

St24 - 26 (4j)  SU150

Figure 41. Traitement d’embryons avec du SU5402 et hybridés avec la sonde FoxGl. A-C.
Embryons traités au stade 22, pendant 3 jours puis fixés au stade 25. Chez le sauvage (A), le signal
est visible dans le télencéphale, le nerf optique, la rétine neurale nasale, les arcs branchiaux et le
mésoderme mandibulaire. Chez les embryons traités (B, C), le signal dans le télencéphale est fortement
réduit en fonction de la concentration de SU5402 et les structures optiques ne sont pas marquées. D-
E. Embryons traités au stade 24, pendant 4 jours puis fixés au stade 26. Chez le sauvage (D) comme

chez les embryons traités (E, F), I'expression de FoxG1 ne semble pas perturbée.
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buccale (Fig. 40. E, E”). Au stade 27, il se restreint dans la région dorsale des arcs branchiaux
mais devient majeur dans le mésenchyme localisé au niveau des levres supérieure et
inférieure (cf. Figure 40. E, F, H-K).

III. D. Etude de I'implication de la signalisation FGF dans le controle de I’expression de
PmFoxG1

Afin d’évaluer la conservation de la régulation de PmFoxG1 par la signalisation FGF
chez la lamproie, nous avons effectué des traitements des embryons a l'aide de l'agent
pharmacologique SU5402, inhibiteur de l'activité des récepteurs au FGF et VEGEF. Les
traitements ont été effectués a deux concentrations, 75 et 150 uM, pendant des durées de 3
ou 4 jours, périodes de temps nécessaires pour passer respectivement des stades 22 a 25 ou
24 a 26 (cf. Figure 41). Dans les premieres conditions de traitement (stade 22 a 24), le signal
télencéphalique diminue de facon drastique des la concentration la plus faible (75 pM) et cela
dans 87,5% des embryons traités (n=16). Il n’est en revanche pas affecté dans le cas de
traitements effectués entre les stades 24 et 26 (n= 34).

Ces données suggerent donc que l'initiation de l'expression télencéphalique de
PmPFoxG1 est dépendante d'une activité de signalisation médiée par le récepteur au FGF. Son
maintien en revanche ne nécessite pas cette activité. Ces résultats restent cependant a
confirmer par une étude plus fine de la dépendance du phénotype a la dose utilisée, en
utilisant une gamme plus étendue de concentrations inférieures a 75 uM. Aucune conclusion
ne peut en revanche étre tirée en ce qui concerne 1'expression dans I'ceil embryonnaire, le
signal relativement faible dans ce territoire n’ayant pas été observé de facon reproductible
méme chez les embryons controles. On note enfin que I'expression du géne dans les arcs
branchiaux et dans le mésoderme mandibulaire n’est pas affectée par le traitement, quelles

que soient les conditions utilisées.

II1. E. Conclusions

Ces données mettent en évidence une forte conservation du patron d’expression de
FoxG1 chez les vertébrés. Elles suggerent en particulier une conservation au moins partielle
des mécanismes qui controlent la régionalisation de la rétine et 1'établissement des patrons
de projections, ipsi- ou contra-latérales, des cellules ganglionnaires. Elles soutiennent
également I'hypothése d'une conservation de la régulation du gene par la signalisation FGF

dans le télencéphale, cette question restant ouverte dans le cas de la rétine.
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CONCLUSION GENERALE
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Conclusion Générale

Ce travail constitue la premiere analyse des programmes génétiques contrdlant le
développement de I'ceil chez la lamproie. D’une facon générale, il met en évidence des
caractéristiques d’expression conservées pour les génes étudiés. Celles-ci suggerent une
conservation partielle de mécanismes bien décrits chez les ostéichtyens, comme la
régionalisation de la cupule optique, la formation des dérivés non neuraux de la marge
ciliaire ou la différenciation de la rétine. Ainsi, la cupule optique chez la lamproie présente
un patron moléculaire qui rappelle clairement celui qui a été décrit chez les vertébrés
modeles, avec des expressions de PmPax6 dans la rétine neurale présomptive et d’PmOtxA
dans I'épithélium pigmentaire, ainsi qu'une expression ventrale de PmVax2 au niveau du
pédoncule optique.

Le résultat des traitements pharmacologiques en utilisant un antagoniste de I'activité
du récepteur au FGF est également compatible avec 'hypothése d'une conservation de
I'implication de cette voie dans la spécification des régions ventrales de la cupule optique.
Une régionalisation naso-temporale mettant en jeu au moins un acteur conservé (FoxG1) est
également présente des les stades prolarvaux du développement de 1'ceil chez la lamproie et
il sera intéressant d’évaluer la conservation des patrons de projections des fibres efférentes,
ipsi- ou contra-latérales.

De la méme fagon, nous observons l'expression conservée d'un gene Otx (PmOtxC)
au niveau de la région distale de la marge ciliaire, qui contribue a l'iris chez la lamproie
comme chez les gnathostomes. Ces données suggeérent une conservation du réle d’Otx1 mis
en évidence chez la souris dans la formation de cette structure (ainsi que dans celle des
processus ciliaires adjacents, absents chez la lamproie). Enfin, les dynamiques d’expression
globalement conservées des genes Pax6, OtxB et OtxC dans la rétine en cours de
différenciation suggérent une conservation partielle au moins des mécanismes controlant ce
processus. Il est par ailleurs intéressant de constater que cette conservation concerne aussi
bien la rétine périphérique que la rétine centrale, qui aux stades prolarvaires, présente une

composition cellulaire simplifiée, assez différente de la rétine adulte.

Cette analyse ne constitue cependant qu'une premiére caractérisation qui doit étre
considérablement étendue dans le but d’interpréter d'un point de vue moléculaire les
différences entre la lamproie et les gnathostomes. C’est en effet cet aspect qui a terme devrait
étre le plus intéressant a la fois d'un point de vue évolutif (il s’agit la de caractériser
I'évolvabilité des programmes génétiques du développement) et mécanistiques (la rétine
centrale constituant un modele de rétine simplifié). Pour cela, il devient maintenant
nécessaire (1) d’étendre considérablement la caractérisation moléculaire engagée et (2)

d’évaluer la possibilité de mettre en ceuvre des approches fonctionnelles.
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La différenciation de la rétine périphérique s’étalant sur une période de temps
considérable, elle pourrait permettre une ségrégation temporelle intéressante des
programmes génétiques mis en ceuvre au cours de cette période. Toutefois, ce processus
semble assez proche de celui observé chez les ostéichtyens, avec une progression de la
différenciation conservée du centre vers la périphérie.

Par ailleurs, les approches fonctionnelles risquent d’étre difficile a mettre en ceuvre
du fait de la durée des processus, du manque d’accessibilité de 1'organe (enfoui sous le
mésenchyme aux stades larvaires) et de la difficulté relative a obtenir des larves (qui doivent
étre prélevées en milieu naturel). La rétine centrale prolarvaire semble un modele plus
accessible (les prolarves étant obtenues sans difficultés en trés grande quantité dans le
laboratoire) et particulierement intéressant du fait de son caractére unique chez les vertébrés.
Les analyses sur ce systeme doivent maintenant inclure :

- des analyses a beaucoup plus grande échelle des facteurs de transcription et
molécules de signalisation susceptibles d’étre impliquées dans sa différenciation ;

- des analyses systématiques de l'activité des grandes voies de signalisation, par
immunohistochimie ou analyse de leurs cibles ;

- une analyse paralléle, a la cellule pres, des patrons de prolifération et différenciation
par immunohistochimie en vue d’établir des corrélations avec les données
moléculaires précédentes ;

- en fonction des résultats obtenus, des analyses fonctionnelles par traitement

pharmacologique, injection ou lipofection d’oligonucléotides antisens modifiés.

Pour ce dernier aspect, il sera important de lever des verrous méthodologiques en
adaptant les techniques couramment utilisées chez les organismes modeles traditionnels des
vertébrés, mais également en s’affranchissant de la reproduction saisonniére. Ces deux
aspects nécessitent un investissement relativement important mais ils pourraient apporter
des éléments importants pour comprendre I'origine et I'évolution de I'ceil chez les vertébrés,
et mettre en évidence des diversifications des programmes génétiques qui contrdlent son

développement.
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Annexe A : Le transporteur du glutamate dans le systéme nerveux de la

lamproie Petromyzon marinus.

Le glutamate est un neurotransmetteur exitateur, prédominant dans le systéme
nerveux, intervennant également dans le développement neural, chez les vertébrés. Il existe
trois récepteurs associés a cette molécule chez les mammiferes : VGIuT1/2/3. Leurs profils
d’expression sont complémentaires et sont exprimés principalement dans la chorde spinale
et le rhombencéphale, mais également dans de nombreux territoires discrets au cours de
I'embryogenése.

L’intérét de I'étude de ce neurotransmetteur lors de la neurogenese de la lamproie
provient du fait que cette espece présente a la fois des caractéristiques primitives telles que la
présence d’'un cerveau de type laminé (en référence a la lamina périventriculaire, ou1 les corps
neuronaux sont localisés) et I’absence de myeline, mais aussi des caractéristiques partagées
avec les gnathostomes, telles que 1'organisation du systeme nerveux et la présence des crétes
neurales et des placodes céphaliques. La comparaison des données obtenues chez les
gnathostomes avec celles disponibles chez la lamproie, permet ainsi d’étudier les

caractéristiques ancestrales a I'échelle des vertébrés.

Mon roéle au cours de ce projet a été de conseiller techniquement Verona Villar
Cerevifio dans ses recherches, lors de son séjour dans notre laboratoire, pour identifier le
gene VGlut chez la lamproie. Ceci comprend les analyses in silico qui ont été effectuées dans
les bases de données du laboratoire ainsi que 'analyse de la séquence VGlut de lamproie et
les comparaisons avec les séquences des gnathostomes. De plus, j'ai pu transmettre mon
expérience concernant I'obtention de sondes ARN chez la lamproie ainsi que sur la technique
d’hybridations in situ sur embryons entiers, afin d’établir le profil d’expression de ce gene.

Ce projet a donc permi la caractérisation d’un seul transporteur VGlut chez la
lamproie Petromyzon marinus. Le profil d’expression de ce geéne chez cette espéce est
fortement conservé par rapport a ceux déterminés chez les gnathostomes, suggérant des

conservations importantes dans la formation du systeme nerveux.
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Abstract



Vesicular glutamate transporters (VGLUTSs) accumulate glutamate into synaptic
vesicles of glutamatergic neurons, and thus are considered to define the phenotype of
these neurons. Glutamate also appears to play a role in the development of the nervous
system of vertebrates. Here we report the characterization of a vesicular glutamate
transporter of lamprey (1IVGIuT), a novel member of the VGIuT gene family.
Phylogenetic analysis indicates that IVGLUT cannot be assigned to any of the three
VGLUT isoforms characterized in teleosts and mammals, suggesting that these classes
may have been fixed after the splitting between cyclostomes and gnathostomes.
Expression pattern analysis during lamprey embryogenesis and prolarval stages shows
that IVGIuT expression is restricted to the nervous system. The first structure to express
IVGIuT was the olfactory epithelium of late embryos. In the brain of early prolarvae,
IVGIuT was expressed in most of the neuronal populations that generate the early
axonal scaffold. IVGIuT expression was also observed in neuronal populations of the
rhombencephalon and spinal cord and in ganglia of the branchiomeric, octaval and
posterior lateral line nerves. In the rhombencephalon, IVGIuT expression appears to be
spatially restricted in dorsal and ventral longitudinal domains. Comparison of the early
expression of VGIuT genes between the lamprey and some anamniotan gnathostomes
(frog, zebrafish) reveals a conserved expression pattern, likely to reflect ancestral

vertebrate characteristics.

Key words: Glutamate transporter gene; VGLUT, in situ hybridization; brain; cranial

nerve ganglia; early development; Petromyzon marinus L.



Introduction

Glutamate is a ubiquitous free amino acid present in all cells with general
roles in protein synthesis and intermediary metabolism. In addition, glutamate is the
predominant excitatory neurotransmitter in the central nervous system (CNS) and
glutamatergic neurons have evolved specialized mechanisms for its regulated secretion
at their synapses. Like many other neurotransmitters, glutamate is stored in synaptic
vesicles at presynaptic level and released to the synaptic cleft upon neuronal
stimulation. The glutamate transporters can be divided in two superfamilies that consist
of plasma membrane-bound (excitatory amino acid transporters; EAATSs) and vesicle-
bound (vesicular glutamate transporters; VGLUTSs) proteins, respectively. Three distinct
vesicular glutamate transporter genes, encoding closely related proteins referred to as
VGIuT1, VGIuT2, and VGIuT3, have been identified to date in mammals. These three
forms exhibit differential expressions in the nervous system. VGIuT1 was localized at
synapses with low release probability that are known to exhibit long-term potentiation,
while VGIuT2 was localized at synapses with high release probability, which exhibit
long-term depression (Fremeau et al., 2001). These expression patterns appear largely
complementary and excluding each other (Fremeau et al., 2001; Kaneko and Fujiyama,
2002), except for a limited overlap reported in some thalamic nuclei, the lateral
habenula, the septum, and the subiculum (Herzog et al., 2001); and in primary sensory
neurons (Li et al., 2003; Oliveira et al., 2003) of the rat. In this case, the neurons
expressing VGIuT1 and VGLUT?2 exhibit secretory vesicles positive for both isoforms
as well as for each single one (Fremeau et al., 2004a). Finally, VGIuT3 expression is
restricted to small numbers of neurons, including some central neurons traditionally
considered non-glutamatergic (Boulland et al., 2004; Gras et al., 2002; Schéfer et al.,
2002).

Glutamate also plays roles in neural development. In embryos, glutamate
stimulates neurogenesis, cell migration, and synaptogenesis (McDonald and Johnston,
1990; LaMantia, 1995). A changing spatiotemporal pattern of expression of the VGIuTs
has been reported in some developing neuronal populations of mammals (Miyazaki et
al., 2003; Boulland et al., 2004; Fremeau et al., 2004b; Nakamura et al., 2005), but there
is no comprehensive study of the expression changes of VGIuTs in the mammalian
brain during early embryogenesis. Four VGIuT genes have been cloned in zebrafish
(VGIuT1, VGIuT2.1, VGIuT2.2, VGIuT3; Higashijima et al., 2004; Obholzer et al.,
2008) and one in Xenopus (xVGIuT1; Gleason et al., 2003). Expression pattern



characteristics of VGIuTs during development have also been studied by in situ
hybridization in the zebrafish, focusing on the spinal cord and rhombencephalon
(VGIuT1 and VGIuT2; Higashijima et al., 2004) and in Xenopus (VGIuT1, Gleason et
al., 2003). This study highlighted a number of highly specific, discrete embryonic
expression sites in the developing brain, spinal cord and cranial nerves, suggestive of a
role for glutamate in the developing central nervous system. The frog is currently the
only vertebrate in which an exhaustive embryonic expression pattern has been reported,
which makes it difficult to understand the origin of these expression characteristics in
vertebrates.

Sea lampreys are an essential reference to address this issue. They belong to an
ancient lineage of craniates that flourished before the appearance of the gnathostomes
and therefore occupy a key phylogenetic position at the transition between invertebrate
chordates and jawed vertebrates. They have a complex life cycle that starts with egg
laying in the river. The short (12-13 days) embryonic period is followed by a non-
feeding prolarval phase (about 20-23 days) and a long (4 to 7 years) larval period. The
larvae are blind, filter-feeding and live buried in sediments in the river where they were
born. Through complex metamorphosis, larval sea lampreys transform into young adults
that descend to the sea and feed as parasites on fishes for two years. The large (75-100
cm) prespawning adults migrate back to rivers to breed and die (Hardisty and Potter,
1971). The lamprey nervous system exhibits primitive features, such as the presence of
a laminar-type brain (term referring to the periventricular lamina where most neuronal
somata remain) and the lack of myelin. However, they have typical vertebrate brain
subdivisions, neural crest and its derivatives and cephalic placodes. Their brain
organization and basic circuitry also follows the basic vertebrate plan.

Lampreys represent important model organisms for studies on neural circuitry,
development and the early vertebrate evolution (reviewed in Osério and Rétaux, 2008).
In addition, the cloning and phylogenetic analysis of lamprey genes has been used as a
critical reference point for determining the timing of gene duplication events in
vertebrates (reviewed in Shifman et al., 2007). Here, we report the identification of a
lamprey VGIuT gene and its expression pattern during lamprey embryogenesis. This
analysis allows the characterization of the earliest populations of glutamatergic neurons

in lampreys and suggests certain conservation across vertebrates.



Material and methods

Embryos and prolarvae

Late embryos (stages 22 and 23, n = 10), hatchlings (stage 24, n = 10) and early
prolarvae (stages 25 and 26; n = 20) of sea lamprey (Petromyzon marinus L.) were used.
Adult male and female lampreys were collected in the streams of the River Gironde,
France, during the breeding season. Fertilization was conducted in the laboratory and
embryos kept in fresh oxygenated water at 15°C, until the desired stages were obtained.
Embryos were staged according to the table established by Tahara (1988) for Lampetra
reissneri [see Barreiro-Iglesias et al. (2008b) for a table of equivalences with the stages
of Piavis (1971) for Petromyzon marinus]. Embryos and prolarvae were fixed in 4%
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline during 12-36 hours at 4°C, dehydrated
in methanol and stored in 100% methanol at -20°C before use. All experiments were
conformed to the European Community guidelines on animal care and experimentation.
Probes for in situ hybridization

Database searches. Searches for VGluT-related sequences were conducted
using the TBLASTN algorithm and mouse VGIuT sequences as queries (mouse
VGIuT1, VGIuT2, and VGIuT3, accession numbers NM 182993.1, NM 080853.3 and
Q8BFUS, respectively) from an embryonic and larval lamprey EST database currently
developed in SM's laboratory (to be described elsewhere) and the Pre-Ensembl version
of the sea lamprey genome (http://pre.ensembl.org/Petromyzon_marinus). Briefly, the
EST database was obtained starting from three cDNA libraries (Lampetra fluviatilis
adult eye and brain and embryonic stages 19-26; Petromyzon marinus larval heads). The
cDNA libraries were robotically arrayed and bacterial clones were submitted for
systematic 5' end sequencing performed by Genoscope using an ABI370x1 sequencer
and following standard protocols.

Probe synthesis. Plasmid DNA was purified from the selected clones and the
corresponding inserted fragments excised as control. Templates for in vitro transcription
were prepared by PCR amplification from plasmid DNA as follows. A 584 base pairs
(bp) 5' probe, spanning 381 bp of 5' UTR and 203 bp of 5' coding region was obtained
from clone NYOAAAS1YH17RMI1 (Fig. 1B) using 5’~-TTACTGCCGCTGCCAAATC-
3’ and the T7 promoter containing sequence 5’-
AAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGGTAACGCTTGGGCATTCCG-3’ as

forward and reverse primers respectively. Similarly, a second 3' 483 bp probe, spanning



the region coding for transmembrane domains 9 to 12, was synthesized using 5’-
TGCCCATCGGAGGACAAC-3’ and 5°-
AAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGGCTCGTCCTCGTTGATGAAG-3’ as
forward and reverse primers. Digoxygenin labelled riboprobes were synthesized using
the amplified fragments as templates following standard protocols.
Phylogenetic analysis

For this analysis, putative VGLUT protein sequences of the sea squirt, Ciona
intestinalisthe amphioxus, Branchiostoma floridae; the fruit fly, Drosophila
melanogaster; the roundworm Caenorhabditis elegans, and the pond snail, Lymnea
stagnalis were aligned with the VGLUT sequences of lamprey, mouse, human, chick,
the frog Xenopus and zebrafish. Sequences were aligned with CLUSTALW. A
phylogenetic tree was constructed with the minimum evolution method and bootstrap
analysis (1000 replications), using MEGA version 4 software (Tamura et al., 2007).
Whole mount in situ hybridization and sectioning

Whole-mount in situ hybridizations were conducted using standard protocols,
with the following adaptations. A proteinase K treatment (10 pg/ml) was performed for
30 minutes at room temperature following embryo rehydration and an RNAse A
treatment (100 pg/ml, 37°C during 30 minutes) was added to the post-hybridization
washings. Staining was conducted in BM Purple (Roche) at 37°C until the signal was
clearly visible. After photography, lamprey embryos and prolarvae were cryoprotected
with 30% sucrose in PBS, embedded in gelatin, frozen and sectioned (14 pm thick). The
sections were dehydrated, mounted and photographed with a color digital camera in an

Olympus photomicroscope.

Results
Characterization of a full-length coding sequence of a lamprey VGluT

In order to identify lamprey VGluT-related genes, we first conducted similarity
searches in a lamprey Lampetra fluviatilis and Petromyzon marinus EST database
currently developed in SM's laboratory, using mouse VGIuT1, VGIuT2 and VGIuT3
sequences as queries. These searches led to the identification of 6 cDNA clones all
retrieved from the Lampetra fluviatilis adult brain and eye cDNA library. These clones
encode VGluT-related sequences as assessed by reverse-blast analysis. The
corresponding sequences could be assembled in a single contig (Fig. 1C). Further

sequencing of one of the clones used to assemble this contig (NYOAAA29YB03) made



it possible to extend its sequence and cover the complete coding region, thus completing
its characterization. This VGIuT gene will be termed hereafter IVGIuT. In order to
assess the presence of additional VGluT-related genes in the lamprey, a similarity
search was conducted in the Pre-Ensembl version of the sea lamprey P. marinus. This
analysis led to the identification of five contigs (number 24482, 41696, 69853, 9412 and
3164: Fig. 1D) encoding VGluT-related sequences. Contigs 9412-3164 respectively
overlap over 180 bp with an almost perfect sequence identity (<1 %). While it is
difficult to completely exclude the possibility that these contigs may belong to different
genes, this low level of divergence is suggestive of polymorphisms between the two
sequenced alleles.

The deduced L. fluviatilis amino acid sequence (Fig. 2 and supplementary Fig. 6)
predicts a 597 amino acid protein, with twelve transmembrane domains, which can be
readily aligned with mouse VGLUT1-3 protein sequences over their whole length, with
a high average level of similarity (more than 70% identity, Table 1). Comparisons with
P. marinus deduced amino acid sequences when available also revealed a perfect
identity, suggestive of an orthology relationship (data not shown). The lamprey
sequence also shows very similar levels of identity with each of the three VGLUT
classes characterized in human, Xenopus and zebrafish (Table 1). A particular high level
of conservation across vertebrates is observed at the level of the transmembrane
domains, which display extended stretches of 100% identity. In order to further assess
its assignment to anyone of these classes, we conducted a phylogenetic analysis.
Representative osteichthyan VGLUT protein sequences, as well as unambiguous
VGLUT sequences from the ascidian Ciona intestinalis, Drosophila, Caenorhabditis
elegans and gastropod (Lymnaea), which can be readily aligned with the former, were
included in this analysis (Figs. 2 and 3). All vertebrate VGLUT sequences, including
the lamprey one, were found clustered in the resulting tree (BP = 100), with the ascidian
sequence as sister group. This analysis also confirmed the monophyly of each of the
osteichthyan VGLUT1, VGLUT2 and VGLUTS3 classes, each containing at least one
representative of tetrapods and teleosts, with strong statistical supports (bootstrap,
BP=100). Two zebrafish VGLUT2-related copies, possibly generated by the whole
genome duplication event known to have taken place in the actinopterygian lineage,
were also found clustered, albeit with a low statistical support (BP=65). Finally, the
lamprey sequence was found to emerge as outgroup to all gnathostome sequences, but

with a very low bootstrap value (BP<50).



Expression pattern of VGIUT during early development of the sea lamprey

The analysis of IVGIuTT expression was conducted by whole-mount in situ
hybridization of P. marinus embryos and prolarvae. Two distinct cDNA fragments were
amplified from ESTs as described in Materials and methods (Fig. 1) and used as
templates for antisense probe synthesis. As expected from the almost perfect sequence
identity observed between P. marinus and L. fluviatilis VGIuT nucleotide sequences,
these probes yielded highly specific expression patterns, suggesting an extensive cross-
hybridization even in the high stringency conditions used for hybridization. Both also
led to strictly superimposable patterns at each stage studied. We identified the
anatomical regions of the brain and the cranial ganglia of the sea lamprey using the
nomenclature of previous studies on the development of the first tracts (Barreiro-
Iglesias et al., 2008a) and cranial ganglia (Barreiro-Iglesias et al., 2008b).

In prehatching embryos, the neural tube exhibits a very immature appearance in
which the primordial brain vesicles are hardly appreciable. The prosencephalic and
mesencephalic regions consist of a thick ventricular zone formed by neuroepithelial
cells and a primordial marginal zone formed by processes of these neuroepithelial cells.
The rhombencephalon and spinal cord are more or less cylindrical with little variation in
diameter, exhibiting only a ventricular zone on both sides of a vertical slit-shaped
cavity. In these embryos, two transverse ventricular sulci, the anterior and posterior
intraencephalic sulci separate the diencephalic/mesencephalic primordium from the
primordia of the telencephalon and rhombencephalon, respectively. The first neuronal
populations (Villar-Cheda et al., 2006; Barreiro-Iglesias et al., 2008a) and cranial nerve
ganglia (Barreiro-Iglesias et al., 2008b) become recognizable during late embryonic
periods.

In situ hybridization of embryos and prolarvae of sea lamprey with the two
probes for IVGIuT revealed that expression of this gene was restricted to neural
structures. IVGIuT expression was first detectable in the olfactory epithelium (placode)
of prehatching embryos (stage 23, Fig. 4B). At this stage, no expression of IVGIuT
mRNA was observed in the embryonic brain/spinal cord. At hatching (stage 24),
IVGIuT mRNA expression was first observed in cells of two regions of the brain, which
correspond to the presumptive nucleus of the tract of the postoptic commissure and the
nucleus of the medial longitudinal fascicle and in the spinal cord. At this developmental

stage, IVGIuT expression was also present in ganglia of several cranial nerves: the deep



ophthalmic (V1) and maxillomandibular (V2) trigeminal ganglia, and the facial,
glossopharyngeal and posterior lateral line nerve ganglia (Fig. 4C).

In the brain of early prolarvae (stage 25), expression of IVGIuT transcripts
became visible in other cell populations, including the olfactory bulb/pallium
primordium, the presumptive nucleus of the supraoptic tract, the dorsal isthmus and
caudal rhombencephalon. At this developmental stage, IVGIuT labeling also appeared
in the pineal organ (Fig. 4D). At stage 26, IVGIuT transcripts became detectable in the
first and the second epibranchial ganglia of the vagal nerve (Fig. 4E). The expression of
IVGIuT in the rhombencephalon was located in spatially restricted cellular domains, as
clearly shown in dorsal views (Fig. 4F).

Study of transverse sections of the whole-mount processed prolarvae confirmed
the tissue distribution of the transcripts (Fig. 5) and also revealed the presence of
IVGIuT expression in the caudal region of the rhombencephalic basal plate since the
stage 25 prolarvae (Fig. 5K). In transverse sections of stage 26 prolarvae, IVGluT
labeling was observed for the first time in cells of the hypothalamus (Fig. 5F, G) and of
the nucleus of the tract of the posterior commissure (Fig. SF). At this stage, the signal
intensity appeared significantly lower in the newly expressing cell populations than in

the earliest ones.

Discussion
Relationships between cyclostomes and gnathostomes VGIuT genes

The data presented here indicates that the lamprey sequence was found to
emerge as outgroup to all gnathostome sequences, although the very low bootstrap
value leaves its position unresolved. Difficulties are often encountered to resolve
orthology relationships between cyclostome and gnathostome genes belonging to the
same gene family (Germot et al. 2001). In this case, our tree topology is consistent with
the possibility that the presence of the three VGLUT forms characterized in
osteichthyans may be related to the whole genome duplication events known to have
occurred in the vertebrate lineage, prior to the gnathostome radiation. The precise
timing of these genetic events relative to the splitting between cyclostomes and
gnathostomes remains an open question (Kuraku et al., 2009), which makes difficult
further hypotheses on the dynamic of evolution of the VGLUT family in cyclostomes.

Synteny arguments, requiring a higher quality lamprey genome assembly, together with



additional VGLUT characterizations in hagfish or chondrichthyans, may be necessary to

resolve this issue.
Comparative analysis of the early expression patterns

In situ hybridization of lamprey embryos and prolarvae with IVGIuT probes
reveals that this gene is only expressed in structures from both the central and peripheral
nervous systems. This is consistent with the neuronal expression of VGLUTs reported
in other vertebrates. Our results indicate that the onset of expression of IVGIuT in the
various putatively glutamatergic neuronal populations in lamprey is not isochronal but
occurs along a defined temporal sequence. The first structure to express IVGIuT was the
olfactory epithelium of late embryos, and shortly after it was expressed in most of the
neuronal populations that generate the early axonal scaffold. Later, IVGIuT expression
was also observed in neuronal populations of the rhombencephalon and spinal cord and
in ganglia of the branchiomeric, octaval and posterior lateral line nerves. In the
rhombencephalon, IVGIuT expression appears to be spatially restricted in dorsal and
ventral longitudinal domains. Interestingly, the intensity of the VGIuT signal appeared
clearly lower in the newly IVGluT-expressing cell populations than in the earliest ones,
suggesting a correlation between signal intensity and the maturation stage of

glutamatergic neurons.

In the lamprey (this study) as in fishes (Higashijima et al., 2004) and amphibians
(Gleason et al., 2003), the earliest VGIuT expression is detected during embryogenesis.
Comparison of our results in lamprey with observations of development of VGIuT
expression in the frog reveals conserved expression sites between agnathans and
gnathostomes, which likely correspond to ancestral vertebrate characteristics. Thus, in
Xenopus embryos, VVGIuT is expressed in the olfactory epithelium, in several cranial
nerve ganglia and in the forebrain, the pineal organ and spinal cord (Gleason et al.,
2003), which is reminiscent of the pattern observed in prolarval lampreys. However, the
specific brain regions expressing VGIuT1 were not further characterized in Xenopus,
making more accurate comparisons difficult. For instance, in early lamprey prolarvae
the patterns of VGIuT expression in the thombencephalon exhibited a columnar
organization not reported in Xenopus, with two longitudinal bands of expression (alar
and basal) and two rostrocaudal domains (isthmic/trigeminal, and caudal). A similar
columnar longitudinal pattern of VGIuT (VGIuT 2.1 & 2.2) expression was reported in

the spinal cord and rhombencephalon of embryonic and larval zebrafish (Higashijima et

10



al., 2004), while expression of the forebrain and peripheral nervous system has not been
reported in this species. The presence of a longitudinal pattern of organization is a
characteristic shared by the developing rhombencephalic populations of GABAergic
(urodeles: Naujoks-Manteuffel et al., 1994; mouse: Katarova et al., 2000; sea lamprey:
Meléndez-Ferro et al., 2003; zebrafish: Higashijima et al., 2004) and glycinergic
neurons (zebrafish: Higashijima et al., 2004; sea lamprey: Villar-Cerviflo et al., 2009),
which appears to be due to the basic dorsoventral positional instructions acting during
the differentiation of early neuronal populations. The organization of early
glutamatergic neuronal populations has not been studied in detail in the brain of
mammals, precluding comparison with lamprey, zebrafish and Xenopus, although there
are some studies of changes in expression of VGIuTs during rodent development. In rat
and mouse, VGIuT?2 is expressed at high levels shortly after birth but declines with age
in multiple regions, while VGIuT1 expression increases gradually after birth and
eventually predominates in telencephalic regions (Boulland et al., 2004; Nakamura et
al., 2005). Early expression of VGIuT2 was also reported in the rat pineal gland, but its
expression is down-regulated after birth while that of VGLUT1 increases (Yoshida et
al., 2008). In contrast, an up-regulation of VGIuT2 expression was observed in five days

old zebrafish spinal cord (Higashijima et al., 2004).

Functional considerations

The role of glutamate at early neural developmental stages is not clear. Expression of
VGIuT transcripts in sea lamprey brain begins at about the same time as the first
appearance of cells containing detectable GABA (Meléndez-Ferro et al., 2002, 2003),
glycine (Villar-Cerviiio et al., 2009) and serotonin (Abalo et al., 2007), and precedes
that of dopamine (Abalo et al., 2005). The early onset of expression of this
glutamatergic marker is in agreement with the idea that glutamate may play a neural-
specific role during development (reviews in Cameron et al., 1998; Nguyen et al.,
2001). In addition, our results show that most of the brain populations that originate the
early scaffold of axonal tracts (Barreiro-Iglesias et al., 2008a) also contain neurons that
early express IVGIuT; therefore glutamate could play a role linking early-maturing
neuronal systems to the development of late-maturing neuronal populations.
Furthermore, as for the development of other neurochemically characterized systems,
the expression of vesicular glutamate transporter appears temporally coordinated with

the beginning of functional differentiation of locomotor systems (indicated by the
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accumulation of neurotransmitter in vesicles and transmitter release). In line with this
idea, the increase in VGLUT2-positive spinal neurons and descending interneurons has
been related to the development of swimming movements in zebrafish. Similarly, in
lamprey, swimming movements are first observed in the late pigmentation period
(Piavis, 1971), which roughly corresponds to the stage 26 prolarvae investigated here.
Interestingly, glutamate is the major excitatory neurotransmitter involved in spinal
rhythm generation and descending activation of the spinal cord network for locomotion
in lampreys (reviews in Brodin et al., 1988; Grillner, 2003; Dubuc et al., 2008; Grillner
et al., 2008).

Conclusions

This study provides the first identification of a vesicular glutamate transporter in
lamprey, and the first characterization of the early glutamatergic system during
development. The lamprey gene characterized here is very similar to, but shows no
stronger relationship to anyone of the three gnathostome VGIuT forms than the others,
indicating that whatever the accurate chronology of the duplications that generated
them, the VGIuT1, VGIuT2 and VGIuT3 forms have been fixed after the splitting
between agnathans and gnathostomes. The probes of this glutamate transporter will
provide useful tools for more specific characterization of glutamatergic neurons in
larvae and adults of lampreys, which until now was solely dependent of antibodies
raised against glutamate conjugates. Although the comparative analysis of the VGIuT
expression patterns in the brain of the few vertebrates investigated to date suggests an
overall strong conservation, analysis of a broader representative sample of vertebrates
will be necessary to better understand the evolution of the glutamatergic system

development in the taxon.
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Tables

Table 1: Percentage of homology between the deduced amino acid sequence of the
VGLUT of lamprey and the sequences of different VGLUTs of Homo sapiens, Mus

musculus, Xenopus laevis and Danio rerio.

Figure legends:

Figure 1: General strategy of lamprey VGLUT characterization.

A: General structure of the vertebrate VGLUT gene. The coding sequence is shown
shaded, with the twelve transmembrane domains in black. B: location of the 5’ and 3’
probes used in this study (thick black lines). The 3’ probe (483 bp) is contained within
the coding region while the 5’ one (584 bp) spans the 5> UTR. C: Sequencing strategy.
The lamprey VGLUT sequence was first characterized from ESTs obtained in a high
throughput approach (clone numbers indicated: NYOAAA-51YH17, -9YN16, -9OYE21, -
26YG22, -37YF09, -29YBO03; extent of each EST shown as a red box). These reads
were automatically assembled in a single contig (CL_1001, dark red rectangle in the
upper line in C). The coding sequence was completed for clone NYOAAA-29YBO3 to
cover the whole coding region (additional sequence shown in light red). D: Contigs
retrieved from the pre-Ensembl version of Petromyzon marinus whole genome

sequence.

Figure 2: Alignment of the lamprey VGLUT deduced amino acid sequence with
osteichthyan VGLUTs representative sequences: VGLUT1 from human (h, accession
number: NP_064705.1), mouse (m, accession number: NP_892038.2), Xenopus (x,
accession number: NP_001083104.1) and zebrafish (z, accession number:
ENSDART00000104481); VGLUT2: human (accession number: NP_065079.1), mouse
(accession number: NP_543129.3), Xenopus (accession number: NP_001085081.1) and
zebrafish (accession numbers: NP_001122293.1 , NP_001009982.1); VGLUT3: human
(accession number: NP_065079.1), mouse (accession number: NP_543129.3), Xenopus
(accession number: NP_001085081.1) and zebrafish (accession numbers:
NP_001122293.1 NP_001009982.1); and VGLUT: Caenorhabditis (ca, accession
number: AF095787.1), Ciona (ci, accession number: NM _001128885.1), Drosophila
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(d, accession number: NM_134837.2) and Lymnaea (ly, accession number:

AB469850.1). The transmembrane domains are shown shaded in grey.

Fig. 3: Phylogenetic tree of the VGLUT amino acid sequences. Bootstrap values are
indicated as percentages at the nodes. The tree indicates robust support (bootstrap value
1,000/1,000) for grouping lamprey VGLUT independently of gnathostome VGLUT 1,
VGLUT 2, and VGLUT 3 paralogous groups. Accession numbers and code names are
as in Fig. 2.

Figure 4: Analysis of the spatio-temporal expression pattern of the lamprey VGLUT
throughout early development using whole-mount in situ hybridization. The stages are
indicated in the top right corner of figures. A-E: Lateral views of sea lamprey embryos
(A-B) and prolarvae (C-E) showing VGLUT expression, with anterior to the right. F:
Dorsal view of the brain of a prolarvae with anterior to the bottom. Abbreviations: cRho
ap: caudal rhombencephalic alar plate; dIs: dorsal isthmus; gEX1: first epibranchial
vagal ganglion; gEX2: second epibranchial vagal ganglion; gIX: glossopharyngeal
nerve ganglion; gPLLN: posterior lateral line nerve ganglion; gV1: deep ophthalmic
(V1) trigeminal ganglion; gV2: maxillomandibular (V2) trigeminal ganglion; gVII,
facial nerve ganglion; nMLF: nucleus of the medial longitudinal fascicle; nSOT:
nucleus of the supraoptic tract; nTPOC: nucleus of the tract of the postoptic
commissure; OB/PP: olfactory bulb/pallium primordium; OE: olfactory epithelium; P:

pineal organ; Sc: spinal cord. Scale bars =250 um.

Figure 5: Schematic drawing of a lateral view of the brain and rostral spinal cord of two
lamprey prolarvae with anterior to the right, showing the pattern of VGLUT expression
(A,B). The stage is indicated in the top right corner. The broken lines indicate the levels
of sections of Figures C-L. C-L: Transversal sections through the brain (C-K) and
rostral spinal cord (L) of lamprey prolarvae showing the pattern of VGLUT expression.
The stage is indicated in the top left corner. Abbreviations: nHP: Hypothalamic nucleus;
nTPC: nucleus of the tract of the posterior commissure; cRho bp: caudal
rhombencephalic basal plate. Other abbreviations are as in Figure 4. Scale bars = 20

pum.

Supplementary Figure 6:
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Lampetra fluviatilis VGLUT cDNA sequence and deduced amino acid sequence: the
coding sequence is boxed, with initiation and stop codons in black. The twelve

transmembrane domains are shown shaded in light blue.
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Table 1

VGIuT1 VGIuT2 VGIuT3
Homo sapiens 78% 74% 71%
NP_064705.1 NP_065079.1 NP_647480.1
Mus musculus 78% 74% 75%
NP_892038.2 NP_543129.3 NP_892004.1
Xenopus laevis 72% 72%
NP_001083104.1 NP_001085081.1
Danio rerio 71% VGluT2.1 70%
ENSDART00000104481 75% NP_001076304.1
NP_001122293.1
VGluT2.2
75%

NP_001009982.1
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Annexe B : La spermatogenése chez la roussette Scyliorhinus canicula.

La spermatogenése est un processus complexe qui permet, a partir de cellules
souches, d’obtenir des cellules reproductrices matures. Ce processus implique des étapes de
prolifération par divisions cellulaires (méiotiques, mitotiques et renouvellement des cellules
souches) et de différenciation. La balance entre ces trois mécanismes est particulierement
importante et est donc finement régulée. L'étude de ce processus chez la petite roussette
Scyliorhinus canicula présente deux avantages majeurs. En effet, la position phylogénétique
de cette espece, en tant que groupe frere des osteichtyens, offre la possibilité de caractériser
les mécanismes ancestraux des gnathostomes. De plus, le testicule de la roussette posséde
une organisation particuliere : il est polarisé et le développement des cellules est synchrone.
Ceci permet donc d’avoir, sur un méme tissu, des cellules a tous les stades de la
spermatogenése.

Quatre zones ont ainsi pu étre mises en évidence : la zone A dans laquelle se trouvent
les cellules germinatives et les cellules issues des proliferations mitotiques, la zone B
correspondent aux cellules aux stades méiotiques (spermatocytes primaires et secondaires),
la zone C ol les spermatides entre en phase d’élongation et la zone D, correspondant aux
dernieres étapes, ot la spermation est complete. A chacune de ces zones est associée un
ensemble de protéines, impliquées dans les différentes étapes de la spermatogenese.
L’identification, par comparaison avec les organismes modeles, et la localisation de ces
protéines au sein du testicule de roussette permet alors d’établir des bases moléculaires,

aidant a la compréhension de ce systeme.

Ma participation dans ce projet a été, dans un premier temps, de rechercher des
motifs protéiques dans les banques de données de roussette. En second lieu, jai pu
transmettre mon expérience dans les techniques d’hybridation in situ sur lame, afin de
déterminer I'expression de ces nombreuses sondes dans les tissus de roussette.

Ce travail a permi, au final, la caractérisation de différents éléments moléculaires
impliqués dans le processus de spermatogenese chez la roussette Sciliorhinus canicula. A
Iéchelle des gnathostomes, ce projet s’integre dans la compréhension de 1'évolution de ce

processus au cours de I'évolution.
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ABSTRACT

In dogfish, the cystic arrangement and the polarization of testis allow the observation of all the
stages of spermatogenesis on a transverse section. Using suppressive subtractive libraries
construction, real-time PCR and in situ hybridization, 32 cDNA were characterized as
differentially expressed during spermatogenesis. Among them, putative homologues of genes
previously identified in testis of other vertebrates were found expressed in pre-meiotic and/or
meiotic zones (such as ribosomal protein S8, high-mobility group box 3, ubiquitin carboxyl-
terminal esterase L3, 20beta-hydroxysteroid dehydrogenase or cyclophilin B) and in post-meiotic
zone (such as speriolin, Soggy, zinc finger protein 474, calreticulin or phospholipase c-zeta).
Testis-specific expressions patterns for novel candidate genes, such as A-kinase anchor protein 5,
ring finger protein 152 or F-box only protein 7 were also reported. Finally, cDNA displaying
similarity with hypothetical proteins or no sequence similarity were also evidenced. This study
provides a first molecular characterization of spermatogenesis in a chondrichthyan to gain insight

into the evolution of spermatogenesis in gnathostomes.

Keywords:
Spermatogenesis
Testis

Sertoli cells
Spermatid
Dogfish
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1. Introduction

Spermatogenesis is a complex processes in which spermatogonial stem cells undergo
differentiation and mitotic proliferation to form primary spermatocytes and following two
meiotic divisions, secondary spermatocytes and round spermatids. These spermatids
subsequently enter spermiogenesis and undergo radical changes to give mature spermatids.
Spermatogenesis involves at least three levels of regulation corresponding to cell intrinsic genetic
programs, interactions between germ and somatic cells, as well as extrinsic influences by
peptides and steroids hormones (Eddy, 2002). The integration of these different control levels
relies on complex genetic interactions and regulatory networks, which remain largely unknown.
Deciphering these programs is crucial to understand the genetic bases of men infertility, and to
establish conditions allowing the expansion of germ cells in culture.

Analyses of the genetic control of spermatogenesis have been conducted in various model
organisms, including vertebrates such as the mouse (Schultz et al., 2003; Shima et al., 2004; Xiao
et al., 2008), rat (Schlecht et al., 2004), zebrafish (Sreenivasan et al., 2008) or rainbow trout
(Mazurais et al., 2005) and invertebrates, particularly Drosophila melanogaster and
Caenorhabditis elegans. These studies have shown that the continuity of spermatogenesis is
ensured by the balance between self-renewal, differentiation and proliferation of spermatogonial
stem cells (Spradling et al., 2001; Dadoune, 2007; Oatley and Brinster, 2008). This balance
appears tightly linked to the micro-environment of the germ stem cell, referred to as the niche, a
notion first defined in Drosophila taking advantage not only of the powerful genetic tools
available in this model, but also of the testis polarization observed in this species (Yamashita et
al., 2005). Different molecular markers have also be defined in germ stem cells (Ebata et al.,

2008) such as Gfra (He et al., 2007), Oct3/4 (Pan et al., 2002) or Plzf (Buaas et al., 2004).
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However, our knowledge of the regulation of the initiation of spermatogenesis is far from
exhaustive and many actors in differentiation and proliferation remain unknown. Similarly, the
last phase of spermatogenesis i.e. spermiogenesis has been widely described at morphological
and cellular levels. The molecular mechanism driving chromatin compaction through the
replacement of histones by protamines has also been extensively documented (Dadoune, 2003;
Tanaka and Baba, 2005; Balhorn, 2007) and analyses mainly conducted in the mouse have led to
the identification of a number of genes specifically expressed at post-meiotic stages (Schultz et
al., 2003; Tanaka and Baba, 2005). However, many genes involved in these later steps of
spermatogenesis probably also remain to be identified, as it was estimated that 4 % of the mouse
genome might be involved in this process (Schultz et al., 2003).

Suppressive subtractive hybridization technique is a powerful tool to identify new genes
involved in specific mechanisms, tissues or cell types, through the comparison of two cDNA
populations and isolation of genes specifically expressed in each of them. Contrary to microarray
techniques, this approach does not require prior extensive cDNA sequence characterization, a
major advantage when dealing with non-traditional model organisms. This approach has also
been shown to allow the identification of rare cDNAs (Diatchenko et al., 1996).

The dogfish Scyliorhinus canicula belongs to the class of chondrichthyans, which occupy a
key phylogenetic position in jawed vertebrates as the sister group of osteichthyans. This outgroup
position makes the dogfish an excellent reference in comparisons with all traditional vertebrate
model organisms, including mammals, as previously reported at molecular (Robinson-Rechavi et
al., 2004) and mechanistic (Coolen et al., 2007) levels. Such comparisons are important to
identify ancestral characteristics or mechanisms and thus gain insight into the evolution of
physiological processes, such as spermatogenesis, in gnathostomes. The dogfish also presents a

testis organization that makes it a particularly relevant model for the analysis of this process. In
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this species as in other elasmobranchs, the testis is polarized and spermatogenesis progresses
within spermatocysts (cysts) in which germ cell development is synchronous (Stanley, 1966).
Cysts are composed of spermatoblasts (480-500 per cyst) in which one Sertoli cell is associated
to one spermatogonium, initially, and up to 64 spermatids in post-meiotic stages. Cysts are
generated in the germinative area at the ventro-lateral length of the testis and progressively move
during maturation towards the opposite face where spermiation occurs. The resulting zonation of
the dogfish testis thus allows the observation of all the stages of spermatogenesis on a transverse
section (Sourdaine and Jégou, 1989). Furthermore, spermatogenesis has been finely described in
dogfish and a stage classification ranging from I to XVIII, initially proposed on morphological
criteria by Stanley (1966) and later refined by Loir et al. (1995), is available. Four zones can be
distinguished in the organ: 1) the zone A (stages I to VI) includes cysts with spermatogonia from
the germinative zone to the last mitotic proliferation step, ii) the zone B (stages VII to X)
corresponds to the meiotic stages in which primary and secondary spermatocytes are found, iii)
the zone C (stages XI and XII) groups cysts with round spermatids and spermatids in the first
steps of elongation and iv) in the zone D (stages XIII to XVIII) the last steps of spermiogenesis
and the spermiation occur.

This testis zonation makes the dogfish a unique model for the molecular characterization of
the different stages of spermatogenesis. Here, we have taken advantage of this characteristic to
identify cDNA specifically expressed in different zones of the dogfish testes using suppressive
subtractive libraries construction. In a second step, the expression specificity of the candidate
genes thus identified has been further assessed in different tissues by real-time PCR and during
spermatogenesis by real-time PCR and in situ hybridization. Based on these expression patterns,

we discuss their possible involvement in the differentiation and proliferation of spermatogonia
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and in spermiogenesis in regard of the functions of their homologues, as reported in other model

organisms.

2. Materials and methods

2.1.  Animals

Mature male dogfish Scyliorhinus canicula (686131 g, 59.5+3.1 c¢cm) were captured off
Cherbourg (Manche, France), using the facilities of the Lycée Maritime et Aquacole de
Cherbourg and were stored in large natural seawater tanks at the Centre de Recherches en
Environnement Cdtier (Luc sur Mer, France). The animals were euthanized by sectioning the
spinal cord and pithed (except when brain was to be collected). Testes, brain, kidneys, spleen,
epididymis and pieces of liver, muscle and epigonal tissue were removed and stored in ice-cold
Gautron buffer (Loir and Sourdaine, 1994). Testicular sections were further dissected into zones
A, B, C and D under a stereomicroscope as previously described (Loir and Sourdaine, 1994). All
organs and tissue zones were then snap-frozen and stored at -80°C. For in situ hybridization
experiments, pieces of testes were directly collected in ice-cold 4% para-formaldehyde (W/V in

1X PBS).

2.2.  RNA extraction and mRNA purification

For library construction, total RNA extracts were prepared from 2 g of zones A and C of
testes collected from six animals, according to Chomscynski and Sacchi (1987). Poly(A) RNA

were prepared from 500 pg of total RNA using Dynabeads mRNA purification kit as
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recommended (Invitrogen, Eragny sur Oise, France). For real-time PCR, total RNA extractions
were performed independently for three animals. Total RNA was extracted from 1 g of the four
zones of testes as described by Chomscynski and Sacchi (1987). For the other tissues, RNA was
extracted from 100 mg of tissue using TriReagent (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) and
purified with the Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according the

manufacturer instructions.

2.3.  Suppressive subtractive hybridization (SSH)

A- and C-libraries were constructed from mRNA isolated from zone A (cysts with
spermatogonia) and zone C (cysts with round and elongating spermatids) of dogfish testes.
Suppressive subtractive hybridization (SSH) was carried out using the PCR-select cDNA
subtraction kit (Clontech, Saint Germain en Laye, France) according to the manufacturer
instructions. Forward subtraction (A ¢cDNA as a tester and C cDNA as a driver) was run to isolate
genes whose expression was higher in the spermatogonia zone. To disclose genes preferentially
expressed in spermatids, the reverse subtraction was performed. To test the ligation efficiency,
primers specific for S. canicula elongation factor were used (supplementary Table S1) instead of
the G3PDH primers provided by the manufacturer. After two rounds of PCR amplification to
enrich for differentially expressed genes, forward and reverse subtracted cDNA were purified
using the Wizard SV Gel and PCR Clean-up system (Promega, Charbonni¢res, France), cloned
into the T/A cloning pCR II TOPO vector (Invitrogen) according to the manufacturer instructions
and introduced into TOP10 Escherichia coli cells to constitute A-specific and C-specific libraries
respectively. Colonies were grown on LB-Agar plates containing 50 pg/ml ampicillin and

complemented with X-Gal and IPTG.
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For each library, 96 clones were randomly picked and grown overnight at 37°C and 250
rpm on 96-well culture plates in 100 pl of LB*™" medium. Clones were named after their
position on 96-well plates during these initial cultures. To amplify cDNA sequences, nested PCR
were performed on 1 pl of each clone culture using Nested primer 1 and 2R provided by the
manufacturer (Clontech) and Go Taq DNA polymerase (Promega). The following parameters
were used: 1min at 95°C and 23 cycles at 95°C for 30 s, 68°C for 1 min and 71°C for 2 min.
After control on agarose gels, each PCR was denaturated in 0.3N NaOH and spotted on duplicate
on charged nylon membranes (GE Healthcare, Orsay, France). Dots were baked for 2 h at 80°C.
Four dots were spotted with the 96 clones from A-specific library and four additional dots
displayed the 96 clones from C-specific library.

Probes were prepared from native and subtracted cDNA from zones A and C. Digoxigenin
labeling was performed according to the instructions of the DIG DNA labeling kit (Roche,
Meylan, France) and probes were purified with Microspin G25 columns (GE Healthcare) as
recommended by the manufacturer. After denaturation, 100 ng of each probe (subtracted or
unsubtracted A- or C- cDNA) was hybridized on dots displaying A- or C- specific clones.
Hybridization was carried out at 68°C overnight in 5 ml of the following buffer: 6X SSC, 5X
Denhardt's, 10% SDS W/V, 100 pg/ml Torula RNA and 0.6 uM of Nested primer 1 and 2R to
avoid non-specific hybridization. After three stringent washes at 68°C with 2X SSC-0.5% SDS
and 2X SSC-0.2% SDS solutions, an immunological detection was fulfilled using an anti-DIG
antibody coupled to the alkaline phosphatase according to the manufacturer protocol (DIG
Nucleic acid detection kit, Roche). Membranes were then rinsed and images were captured with a
transilluminator apparatus (GelDoc2000, Biorad, Marnes-la-Coquette, France). A-specific clones

displaying a strong signal with subtracted A ¢cDNA probe, and possibly unsubtracted A cDNA
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probe, but not with subtracted and unsubtracted C cDNA probes were selected. C-specific clones
were inversely screened. Glycerol stocks of positive clones were conserved at —20°C.

The selected positive clones were sequenced using the service of Cogenics Genome
Express (Meylan, France) with the universal forward and reverse primers. Data were edited with
VectorNTI (Invitrogen) to resolve sequencing ambiguities and remove vector and primer
sequences. After elimination of redundancy, the sequences of cDNA identified in this work were
deposited in the database of Expressed Sequence Tags (dbEST, NCBI) and their accession
numbers are listed in Table 1. The edited sequences were annotated by comparisons to the
Genbank database (http://blast.ncbi.nih.gov/Blast.cgi), the elephant shark genomic database
(http://blast.fugu-sg.org/) as well as an annotated database of embryonic and juvenile cDNAs
generated through systematic high-throughoutput sequencing (Coolen et al., 2007). All

comparisons were conducted using the BlastX algorithm.

2.4.  Reverse transcription (RT) and real-time PCR (qPCR)

Before reverse transcription, any genomic DNA was eliminated from total RNA by DNase
I (Promega) treatment during 30 min at 37°C with 2 U/uggrna. Total RNA was denatured 10 min
at 70°C in the presence of random hexamers (500 ng/pgrna, Promega) then reverse transcription
(RT) was carried out for 1 h at 37°C with M-MLV reverse transcriptase (300 U/ugrna, Promega),
RNAsin (50 U/ul, Promega) and 500 nM dNTPs (Promega). RT was stopped by incubation at
70°C for 15 min. cDNA were prepared from 3 pg of testis RNA extracts (zones A, B, C and D)
and from 4 to 6 pg of the other tissues RNA extracts.

Real-time PCR was performed on an iCycler apparatus (Biorad) in 96-well plates. gPCR

experiments were performed in triplicate on serial cDNA dilutions and repeated using cDNA
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from three different animals. qPCR reactions consisted of 5 pl of diluted cDNA, 12.5 ul of
Absolute QPCR SYBR Green Fluorescein mix (AB Gene, Courtaboeuf, France) or MESA Green
gPCR MasterMix (Eurogentec, Angers, France) and 100 nM specific forward and reverse primers
in a final volume of 25 pul. Thermal cycling conditions were as follow: denaturation and enzyme
activation at 95°C for 13 min, 45 repeats of 15 s at 95°C and 45 s at 60°C. Accurate
amplifications of the target amplicons were checked by performing melting curves at the end of
PCR program (repeats with a 0.5°C decreasing temperature between 55 and 95°C). Efficiencies
of PCR were assessed with serial dilutions of cDNA. The threshold cycle values (Ct) were
determined with a baseline set manually at 160 relative fluorescence units. To adjust for variation
in input cDNA, results were normalized against 5S RNA using the ACt method (Schefe et al.,
2006). The use of this reference gene was further validated by repeating the normalization with
the housekeeping gene actin, which gave similar results (data not shown). Expression variations
were calculated with the AACt method (Schefe et al., 2006), relative to the normalized expression
in zone A for the testes expression study and relative to zone A or zones C+D for the tissue
expression study.

Primers for qPCR, specific to SSH clones, were designed to fulfill the following criteria:
length of 20-22 bp, GC content over 50%, Tm close to 60°C and generation of a 75-150 bp
amplicon. These primers, listed in supplementary Table S1, were designed using the Primer3 web

interface (http://frodo.wi.mit.edu/) and purchased from Eurogentec.

2.5.  Insitu hybridization
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Probes were synthesized from SSH clones C-A2, C-A3, C-A4, C-A6, C-A9, C-D12, C-F3,
C-G9.1, and CHI11. cDNA were amplified from 1 pl of overnight LB-Amp cultures of SSH
clones by PCR reactions carried out in standard conditions with the universal primers M13
Fwd31 and Rev33 (supplementary Table S1) and Go Taq DNA polymerase (Promega).
Amplified cDNA were purified with the Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega)
following manufacturer instructions. Sense and antisense digoxigenin-labeled RNA probes were
synthesized by transcription of cDNA with SP6 and T7 RNA polymerases (Promega) performed
for 3 h at 37°C with 3 pl of purified PCR, 25 U of RNA polymerase, 25 U of RNasin (Promega),
1 mM of ATP, CTP, GTP, 0.35 mM of UTP and 0.65 mM of DIG-UTP (Roche). After DNAse
treatment for 30 min at 37°C with 2U of DNase I (Promega), probes were purified with
Probequant G50 columns (GE Healthcare) as recommended. To check labeling and quantify
probes, serial dilutions were prepared from 1:1 to 1:10,000 in 6X SSC-20% V/V formaldehyde
37% and spotted on positively charged nylon membranes (GE Healthcare). After baking (30 min,
120°C), anti-DIG immunodetection was conducted as described below. Spot intensities were
compared to results obtained for the labeled control RNA (Roche).

Testicular sections of dogfish were fixed at 4°C in 4% paraformaldehyde (W/V in 1X PBS)
for 24 h. Sections were then dehydrated in 100 % methanol and conserved for several months at -
80°C. Before mounting, testis sections were rehydrated in PBS, cryoprotected for 12 h at 4°C in
30 % sucrose (W/V in 1X PBS). Testis sections were embedded in OCT compound (VWR,
Fontenay sous Bois, France) and snap-frozen in isopentane pre-cooled in liquid nitrogen. Tissue
blocks were stored at -80°C for several weeks. Cryosections of 12 pm were cut at -20°C and
collected on Superfrost Plus slides (VWR - 2 cuts/slide) and submitted to in situ hybridization as

follows.
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Hybridizations with sense and antisense RNA probes were performed on two slides in
parallel. Sections were rinsed in 1X PBS for 2 min, post-fixed in 4% PFA (W/V) for 15 min and
rinsed thoroughly in 1X PBS (2x5 min) and 150 mM NaCl (5 min). Hybridization frames
(ThermoScientific, Courtaboeuf, France) were fixed on the slides and prehydridization was
performed with hybridization solution (50 % V/V deionized formamide, 2X SSC, 5 mM EDTA
pHS, 0.1 % V/V Tween20, 1X Denhardt's, 0.1 mg/ml heparin, 0.1 % W/V CHAPS, 0.5 mg/ml
tRNA) for 1 h at 70°C in a humid chamber. Two pl of probe was denatured 5 min at 80°C. Slides
were hybridized overnight with 150 pl hybridization solution containing denatured probes at
70°C in a humid chamber. Slides were washed in 1X SSC (2x10 min, 70°C), 0.2X SSC (2x10
min, 70°C) and 2X SSC (2x20 min, 37°C). After RNase A treatment (0.2 mg/ml, Roche) for 30
min at 37°C, washes were performed in 2X SSC (10 min, RT) and 0.2X SSC (2x25 min, 55°C).

Slides were incubated 2x15 min in 1X MABT (0.1 M maleic acid, 0.3 M NaCl, 0.5% V/V
Tween20) and then blocked for 3 h with blocking solution (2X Blocking reagent, Roche - 20 %
V/V fetal bovine serum, Sigma - 1X MABT). Anti-DIG antibody coupled with alkaline
phosphatase (Roche, 1:5,000) was added to the slides and incubated overnight at 4°C. Unbound
antibodies were removed by washing 2x5 min and 5x20 min in 1X MABT. Sections were
equilibrated 2x15 min in NTMT buffer (0.1 M NaCl, 0.1 M Tris-HCI pH9.5, 50 mM MgCl,,
0.1% V/V Tween20) and incubated with alkaline phosphatase substrate i.e. BM-purple solution
(Roche), until purple staining was satisfactory (from 3 to 21 h). Slides were observed and images
were acquired through Nikon Eclispse 801 microscope connected to Nikon NIS Elements D

software (Nikon, Champigny-sur-Marne, France).
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3. Results

3.1. ldentification of transcripts preferentially expressed in zones A (spermatogonia) and C

(spermatids)

Taking advantage of the dogfish testes organization, we used suppressive substractive
hybridization between zones A and C cDNA populations to construct two cDNA libraries,
respectively enriched in transcripts selectively expressed in zone A (spermatogonia zone: A-
library) and zone C (round and young elongating spermatids zone: C-library). These two libraries
were plated and 96 clones were randomly picked from each of them for an initial screening.
Respectively 39 and 82 % of A- and C- clones were found to contain an inserted fragment
following PCR amplification of the insert. Dot-blot hybridization confirmed that 28 and 70 of
these clones are preferentially expressed in zone A and C respectively. These 98 clones were
sequenced and produced 81 satisfactory sequences: 15 for A-library clones and 66 for C-library
clones ranging from 141 to 1030 bp. After editing and elimination of redundancy, 12 and 20
independent clones were finally identified as preferentially expressed in spermatogonia (A) and

round and young elongating spermatids (C) zones respectively (Tablel).

3.2.  Identification of vertebrate homologues of the differentially expressed sequences

The 32 cDNA sequences characterized were submitted to systematic searches for sequence
homology in two parallel steps. In the first one, searches were conducted versus Genbank with
the 32 clones sequences obtained as described above as queries. In the second one, currently
available databases of chondrichthyan sequences were also queried to extend the dogfish

sequences or identify elephant shark homologues whenever possible. When significant hits were
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obtained (>95% identity), these sequences were in turn used as queries in a second independent
search versus Genbank. Highly coherent results were obtained by these two strategies (Table 1)
excepted for A-C7 and A-D2 which shown homologies with different, but related, proteins (86%
identity between laminin receptor 1 and 40S ribosomal protein Sa and 68% identity between
20beta-hydroxysteroid dehydrogenase and carbonyl reductase 1). Five sequences corresponded to
previously known S. canicula sequences, respectively encoding three protamines (C-A3, C-B7
and C-G8), one transition protein (C-A7) and fructose-biphosphate aldolase C (C-F11). Notably,
the protamine S4 cDNA was highly represented in the substracted cDNA fractions of the C
library, since 35 clones out of the 96 initially picked contained this sequence. Two additional
sequences were identified in other chondrichthyans databases and showed high identity level to
type I procollagen alpha 1 chain of Raja kenojei (A-G10) and to fructose bisphosphate aldolase B
of Cephaloscyllium umbratile (C-E1). The remaining sequences gave no significant hit in the
elephant shark genome and were not previously sequenced in S. canicula or in another
chondrichthyan. Among them, 6 (A-C4, A-C7, A-D2, A-E4, A-H2, A-H10) gave significant hits
(>75% identity) and 16 (A-A2, A-B4, A-G11, A-H1, A-H3, C-A2, C-A4, C-A5, C-A6, C-B10,
C-C5, C-C11, C-D11, C-D12, C-F3, C-G9) led to the detection of weaker homologies. Among
these clones, C-A6 and C-C5 displayed similarity with hypothetical proteins of unknown

function. No sequence similarity was found for clones C-A9, C-G12 and C-H11.

3.3.  Stage specific expressions of the selected cDNAs during spermatogenesis

To validate the zone specificity suggested by SSH results and have a more detailed picture
of the dynamic of gene expression throughout spermatogenesis, we measured the relative

expression levels of the selected sequences in the four zones of the testis, using real-time PCR.
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Primers were designed for each of the 32 SSH clones except those encoding protamines for
which a single clone (C-A3 encoding protamine S4) was retained as a control. Expression was
studied in three different animals and 5S RNA was used as a reference. According to the AACt
method, the relative expression to zone A was represented on Fig. 1. Concerning the clones
retrieved from the A-library, clones A-A2, -E4, -G10, -G11 and -H1 showed higher expression
levels (relative expression inferior to 1) in the spermatogonia zone (A) than in zones B, C and D
(Student test, p < 0.05), in line with the SSH results. Clones A-C4, -D2, -H2 and -H10 did not
display significant expression variation between zones A and B but expression in zones C and D
was significantly lower (p < 0.05), revealing a larger specificity to spermatogonia and
spermatocytes zones. Incongruencies to the SSH results were only observed for clones A-B4, -C7
and -H3, for which expression was higher in zones B and/or C (relative expression superior to 1).
These 3 clones were not further analyzed. For all C-clones tested, expression was significantly
higher (p < 0.05) in zone C than in zone A (relative expression superior to 1) thus confirming
SSH results. Student tests performed on the expression in the four zones highlighted three distinct
expression profiles for C-clones: 1) the highest expression in zone C (C-A2, -AS, -A7, -B10, -CS5,
-C11, -El, -F3 and -F11), ii) higher expression in zones D (C-A3 and -A9) and iii) higher
expressions in zones C and D (C-A4, -A6, -D11, -D12, -G9, -G12 and -H11). Noticeably,
expression variations displayed by C-clones were stronger (ratios C/A between 2.4 and 95.0) than

those observed for A-clones (ratios A/C from 1.5 to 11.6).

3.4.  Tissue specificity of the selected clones

In order to assess the tissue specificity of the selected transcripts, we then measured their

level of expression in 7 tissues in addition to the testis: spleen, liver, muscle, epigonal tissue,



305

310

315

320

325

16

brain, kidney and epididymis (Fig. 2, see summary in Table 2). As above, this analysis was
conducted using real-time PCR Applying the AACt formalism, results were expressed as relative
expression compared to expression in testis in zones A and C for A- and C-clones respectively
(Fig. 2). With the exception of A-H10 predominantly expressed in testis compared to other
tissues (factor 54 to 3400), expression for A-clones was not found markedly higher in testis as
relative expression varied from 5.107 to 22; the corresponding transcripts were therefore
considered as ubiquitously expressed. Four main patterns of tissue expression were observed for
C-clones. For eight of them, expression appeared specific to the testis as their relative transcript
expression was lower than 10™* in all the tissues (C-A3, -A4, -A7, -A9, -B10, -D12, -F3 and -G9).
Among these clones, C-B10 displayed marked tissue specificity as its expression was not
detected either in liver, muscle, kidney, brain or epididymis. For six clones, the relative
expression level ranged between 7.2.107 and 1.5.107 in the seven tissues, indicating that the
transcripts are predominantly expressed in testis (C-A2, -AS, -A6, -D11, -G12 and -HI1).
Finally, for clones C-C5, -C11 and -E1 expression appeared ubiquitous while the results were

more ambiguous for clone C-F11 with a predominant expression in testis and brain.

3.5.  Cell type specificity of the genes identified by SSH: in situ analysis

To define precisely in which stages of spermatogenesis clones were expressed and to
identify if they were expressed by germ or Sertoli cells, in situ hybridizations on testicular
sections were undertaken for 9 C-clones, shown by g-PCR as specific for zones C and/or D and
specifically or predominantly expressed in testis (Fig. 3). For clones C-A2, -A3, -A4, -A6, -A9, -
D12, -F3, -G9 and -H11, sense and antisense probes were synthesized from SSH clones and

hybridized on transversal testicular sections showing germinative to spermiation zones.
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Hybridization with sense probes did not result in specific labeling despite weak unspecific
background was observed for clone C-H11 (data not shown). For the 9 clones tested, a purple
labeling was easily discernable at cysts level in zones C and/or D (Fig. 3A). Signals were
particularly intense for clones C-A2, -A3 and -A9 while labeling was punctual for clones C-A6
and -G9. After precise observation of labeled cysts (Fig. 3B), the range of expression could have
been established for each clone. Expression could be detected between stage Xla (round
spermatids, just after meiosis) and stage XVII (just before spermiation) and windows of
expression are displayed for each clone on Fig. 4. Only 2 clones were expressed until the late
stages of spermiogenesis (C-A4 and -F3). Two mains patterns of expression could be
distinguished: clones C-A2, -A6 and -A9 were predominantly expressed in round spermatids
stages (XIa, XIb or XII) while clones C-A3, -A4, -D12, -F3, -G9 and -H11 displayed a later
maximum of expression in elongated spermatids stages when bundles are forming (stages XIV or
XV). Finer observations permitted to precise in which cellular type the clones were expressed
(Fig. 3C). Particularly, stage XIV analysis was really informative as, in this stage Sertoli cells
nuclei are easily distinguishable at the basal of cysts while spermatids heads stand orthogonally.
Eight clones were shown to be expressed by germ cell (C-A2, -A3, -A6, -D12, -F3, -G9 and -
HI11) while only clone C-A4 seemed expressed by Sertoli cells. The cellular type expressing
clone C-A9 could not be ascertained: expression seemed to occur in Sertoli cells when stages XI

and XII were observed but a germ labeling was noticed in stages XIV and XV.

4. Discussion
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Through the construction of subtracted libraries, this study has allowed identifying genes
specifically expressed in dogfish at different steps of spermatogenesis i.e. in the proliferative
stage in cysts with spermatogonia or in post-meiotic stages in cysts with spermatids. This
approach allowed the retrieval of genes previously known to be specifically expressed in testis,
such as protamines, as well as the identification of novel candidates, showing characteristics of
expression suggestive of an involvement in spermatogenesis. These results validate both the
experimental approach used here, as well as the dogfish as a relevant model organism to study
this process. Among the genes identified through this study, 9 turned out to be specifically
transcribed during mitotic and/or meiotic stages, respectively observed in zones A and B of
dogfish testis, while expression of 20 was restricted to the post-meiotic phase in the zones of
round (zone C) and/or elongated (zone D) spermatid stages. In line with this result,
transcriptomic analyses conducted in mice previously highlighted a more specific transcriptional
response of spermatocytes and spermatids stages Versus spermatogonia stages (Schultz et al.,
2003; Shima et al., 2004). Similarly, the limited amplitude of expression variations for A-clones
and the fact that 8 clones out of 9 were found ubiquitously suggests that A-clones, although
preferentially expressed in the spermatogonia zone, keep a basal expression level throughout the
spermatogenesis, suggestive of housekeeping functions. In contrast, C-clones which exhibit a
marked increase in expression starting from round spermatid stages may be specifically involved
in post-meiotic steps, particularly in spermiogenesis. This hypothesis is further supported by our
analysis of tissue specificity which shows that 15 C-clones out of 20 (75%) are specifically or
predominantly expressed in the testis. This high proportion of testis-specific genes in post-
meiotic cDNA was previously reported in mice by several investigators (Schultz et al., 2003;
Hong et al., 2005) but to a lesser extent (from 11 to 20%). The enrichment of testis-specific

clones in our study might result from the SSH technique used which leads to the preferential
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isolation of stage-specific cDNAs and counterselects genes involved in general aspects of
spermatogenesis. More generally, expression profiles defined by qPCR revealed an important
correlation between zones A and B on the one hand, and between zones C and D, on the other
hand. Such observations were previously also reported (Schlecht et al., 2005) and taken together,
these data suggest that an important expression reprogramming occurs between pre- and post-
meiosis phases in the dogfish as in osteichthyans.

Five cDNAs identified in the dogfish testis as specific to germinative and spermatogonia
zone were found to encode the ribosomal protein S8 (RPS8, A-E4), the adenine phosphoribosyl
transferase (APRT, A-G11), a putative untranslated region of HMGB3 (A-H1), the alpha 1 chain
of procollagen (COL1A1, A-G10) and a polyprotein (A-A2). Expression of Rps8 mRNA was
previously observed in mouse in spermatogonia A and in pre-meiotic stages (Chan et al., 2006)
but its role during the first steps of spermatogenesis remains to be assessed. The high temporal
and spatial specificity of expression observed in the dogfish supports the hypothesis of an
extraribosomal function in the spermatogonia zone, as previously suggested (Wool, 1996; Naora,
1999). APRT expression was hardly explored before during spermatogenesis. Singer-Sam et al.
(1990) highlighted a maximum of messenger expression in mouse pachytene spermatocytes
while in the dogfish, expression appeared restricted to the spermatogonia zone. APRT is usually
considered as ubiquitous but its involvement in purine salvage pathway might account for a
higher expression in spermatogonia stages in which proliferative activity is intense. Clone A-H1
was identified as HMGB3, based on a strong similarity to the 3’ untranslated region of the gene,
known to be highly conserved between mouse, human and chicken (Wilke et al., 1997). The
HMG box subfamily is thought to play a fundamental role in DNA replication, nucleosome
assembly and transcription (Wilke et al., 1997) and requirement of HMGB2 for normal

spermatogenesis and fertility was demonstrated in mouse (Ronfani et al., 2001). The high
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expression of HMGB3 mRNA in the proliferative steps of spermatogenesis (zone A) observed
here is consistent with the conservation of this role in the dogfish. More precisely, a role has been
suggested for HMGB3 in the regulation between self-renewal and differentiation of
hematopoietic stem cells in mouse (Nemeth et al., 2006). Whether this role of HMGB3 in the
regulation of dogfish testicular stem cell exists, it will have to be further addressed by the
exploration of the germinative zone (Loppion et al., 2008). Previous studies have shown that
Col1Al1 gene, encoding the ol chain of procollagen I, was expressed at a higher level in
immature mouse seminiferous tubules than in adult testes and that the protein was detected by
immunostaining in spermatogonia A and B and preleptotene spermatocytes but not in Sertoli
cells (He et al., 2005). These data have led to the proposal that COL1A1 may play a major role in
the regulation of the fixation of germ cell to the basal membrane and therefore in their
differentiation (He et al., 2005). The high expression observed for the clone A-G10, a putative
homologue of COL1A1, in the dogfish testicular zone A which corresponds to the stages of cysts
genesis and of spermatogonial differentiation and proliferation, is consistent with these
observations and hypotheses. Finally, this approach has also evidenced the pre-meiotic
expression of the clone A-A2, similar to the Danio rerio polyprotein for which little information
is available on expression and function. So, its involvement in the first steps of spermatogenesis
could be further investigated.

Four additional clones displayed specificity for mitotic and meiotic zones: A-C4, -D2, -H2
and -H10, putatively encoding ubiquitin carboxyl-terminal esterase L3 (UCH-L3), 20beta-
hydroxysteroid dehydrogenase (20B-HSD), minichromosome maintenance complex component 6
(MCM6) and cyclophilin B (PPIB) respectively. UCHL3 displays a de-ubiquitinating activity

ensuring the removal of ubiquitin residues from peptides or proteins addressed to the proteasome
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for degradation. The expression of UCHL3 in the spermatogonia zone observed here is consistent
with conservation in the dogfish of the proteasome in the differentiation of stem cells (Naujokat
and Saric, 2007, Szutorisz et al., 2006). UCHL3 was also proposed to be involved in the
regulation of apoptosis during spermatogenesis (Kwon et al., 2004a) and in the meiotic
differentiation of spermatocytes (Kwon et al., 2004b), in agreement with the specific expression
at spermatogonia (zone A) and spermatocytes (zone B) stages detected here. In the mouse, 4
UCH isoforms were identified, L1 and L3 being the prevailing forms. Uchll expression is
specific to reproductive and neuronal systems and is limited in testis to the spermatogonia while
Uchl3 is expressed in nearly all tissue and in spermatocytes and spermatids (Kwon et al., 2004b).
In dogfish, UCHL3 seems to encompass the pattern of expression of both mouse isoforms, which
suggests that in S. canicula, a single isoform, possibly a remnant of the ancestral state, may fulfill
the different functions of the UCHLI and L3 in the mouse (Kwon, 2007). An exhaustive
characterization of the different UCH isoforms in the dogfish will be essential to test this
possibility. In fish, 20B-HSD is a major steroidogenic enzymes involved in the synthesis of
170,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) which is a major progestin related to the meiosis
resumption of oocytes (Nagahama and Yamashita, 2008) and sperm maturation (Miura et al.,
1991). In accordance, DHP concentrations were previously found the highest in isolated cysts
with late spermatids in S. canicula (Sourdaine and Garnier, 1993). However, in our present study,
20B-HSD cDNA was expressed in spermatogonia and spermatocytes zones what is also
consistent with a 20B-HSD activity at an early stage of spermatogenesis in rainbow trout testis
(Vizziano et al., 1996) and a role of DHP in initiation of meiosis in the Japanese eel (Miura et al.,
2006). MCM6 belongs to the highly conserved mini chromosome maintenance complex involved

in the initiation of replication (Costa and Onesti, 2008; Maiorano et al., 2006) and MCM proteins
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were previously used as markers for proliferative zones during zebrafish embryogenesis (Ryu and
Driever, 2006). In the testis, a specific expression in spermatogonia was also described for Mcm2
cDNA in mouse (Wu et al.,, 2004) and MCM?7 protein was detected in spermatogonia and
primary spermatocytes in adult rat (Com et al., 2006). Similarly, here, the expression of a dogfish
putative MCM6 messenger prevails in the spermatogonia zone of the testis, known as a zone of
high proliferative activity. The persistence of expression observed in the spermatocytes zone
confirmed that MCM6, and more generally the MCM complex, is also involved in the premeiotic
DNA replication cycle as previously evidenced in yeast (Lindner et al., 2002). Finally, clone A-
H10, putatively encoding cyclophilin B, was found specifically expressed in testis at pre-meiotic
and meiotic stages. This is the first evidence of a tissue- and stage-specific expression for PPIB,
since cyclophilins are generally considered as ubiquitous (Wang and Heitman, 2005).
Cyclophilins are the host cell receptors for the immunosuppressive drug cyclosporine A
(Bukrinsky, 2002) but a chaperone function was also suggested (Barik, 2006). More largely,
cyclophilins belong to the immunophilins family for which roles in nervous system regeneration
(Avramut and Achim, 2003) and in meiosis during male gametogenesis in mouse, rat and chicken
(Sananes et al., 1998; Crackower et al., 2003) were proposed. The testis and stage specificity
observed for the clone A-H10 suggests that PPIB may be similarly involved in the differentiation
of spermatogonia and/or the meiosis steps.

Among the 20 clones identified as specific to spermiogenesis stages, 3 clones were found to
encode protamines S4 (C-A3), Z1 (C-B7) and Z2 (C-G8) and 1 a transition (or spermatid-specific
S2) protein (C-A7) previously identified in S. canicula (Gusse et al., 1983; Chauviere et al.,
1989). Transition proteins and protamines are involved in chromatin compaction during
spermiogenesis as these nucleoproteins replace in turn histones from the post-meiosis stages

(Dadoune, 2003; Balhorn, 2007). Of note is the fact that these clones represented 45 % of the C-
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clones tested, with a high predominance of protamine S4 as 35 clones (Table 1), a very high
relative abundance consistent with their roles during spermiogenesis (Dadoune, 2003; Schultz et
al., 2003; Shima et al., 2004; Wu et al., 2004). More precisely, ISH experiments revealed that
protamine S4 mRNA is expressed from the round to the young elongating spermatids (stages XIb
to XIV, Fig. 4) in agreement with dogfish germ cell chromatin compaction (Mellinger, 1965).
Five additional clones identified in this study, putatively encoding Soggy (C-A2), a
spermatogenesis and centriole associated protein (C-B10), the calreticulin (CALR, C-D11), the
zinc finger protein 474 (ZFP474, C-F3) and the phospholipase C zeta (PLCZ1, C-G9), were also
previously described as expressed during spermatogenesis. The spermatogenesis and centriole
associated protein, also named speriolin, was shown to be testis-specific and mainly expressed in
spermatids in the mouse (Goto and Eddy, 2004), in agreement with our results. A role in the
control of meiosis was suggested in mouse (Goto and Eddy, 2004) but the spermatid specificity
observed in our study and the putative association to the centriole are rather suggestive of an
involvement in the formation of the flagella. Soggy mRNA was previously described as testis-
specific and restricted to the developing acrosome in mouse (Kohn et al., 2005). This is
consistent with the specific expression of SOGGY messenger in zone C and at the rear of
spermatid heads from stages XI to XV, the stages of acrosome formation in the dogfish (Loir et
al., 1995). SOGGY was recently proposed to regulate spermatocyte apoptosis and testosterone
production (Dakhova et al., 2009) probably through the Wnt/beta-catenin signaling pathway as
SOGGY encode a Wnt antagonist (Niehrs, 2006). PLCZ1 is a sperm-specific protein, that
triggers calcium oscillation and egg activation in mammals (Swann et al., 2006), a tissue
specificity found to be conserved by its dogfish homologue. In chicken, expression was detected
from secondary spermatocytes to sperm (Rengaraj et al., 2008). In the dogfish, mRNA expression

appeared limited to spermatids, especially between stages XIb and XV, although a protein
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expression in late spermatogenesis stages and sperm cannot be excluded. Calreticulin fulfills
many cellular functions including chaperone activity and regulation of Ca*" homeostasis
(Michalak et al., 1999). While calreticulin is considered ubiquitous in mammals (Michalak et al.,
1999), we find here a predominant expression in testis with a significant but reduced expression
in kidney, brain and epigonal tissue. In the dogfish testis, expression was found restricted to the
spermatids while in the rat, mRNA was found expressed in pre- and post-meiotic spermatogenic
cells (Nakamura et al.,, 1993) and protein was located in the developing acrosome of rat
spermatids (Nakamura et al., 1992). The tissue and stage specificity of calreticulin expression in
the dogfish is suggestive of a function, potentially related to spermatozoon mobility and/or egg
activation. ZFP474 belongs to the super-family of zinc finger transcription factors. Its role
remains unknown but in the mouse, this gene was described as specifically expressed in the testis
and ovary (Zhou et al., 2005). Similarly, we find that a testis specific expression of its homologue
in the dogfish. We further show for the first time that the mRNA is transcribed at germinal level
during a relatively narrow time window, from stage XIb (round spermatids) to stage XVI
(elongated and compacted spermatids). Zfp474 was also shown to be expressed in mouse cilia
cells (McClintock et al., 2008). Since cilia and flagella are structurally similar, ZFP474 may play
a regulatory role in flagella formation or more largely mobility function, a hypothesis consistent
with the predominant expression observed by ISH at stage XV, characterized by the formation of
the head posterior periflagellum (Mellinger, 1965).

Two clones encoding fructose bi-phosphate aldolases B (ALDOB, C-E1) and C (ALDOC,
C-F11) were also identified as specific of zone C during dogfish spermatogenesis. Expression of
glycolytic enzymes transcripts was largely documented in the mouse and rat, revealing
spermatogenetic cell-specific isozymes (Eddy, 2002; Schultz et al., 2003; Wu et al., 2004).

Recently, spermatid-specific aldolase A isozymes were identified in mouse despite the ubiquitous
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expression of Aldoa (Vemuganti et al., 2007). In our study, we found ubiquitous expression for
Aldob and a testis and brain specific expression for Aldoc, without investigating therefore the
cell-specific expression or the presence of isozymes. However, the expression of aldolase
transcripts in the late stages of spermatogenesis in the dogfish is consistent with their
involvement in the glycolytic activity of sperm, which is required for sperm mobility and
successful fertilization in rodents (Eddy, 2002).

In addition, 3 clones potentially involved in regulatory functions and never described
during spermatogenesis were identified. Annotations suggest that these clones respectively
encode the ring finger protein 152 (RNF152, C-A4), the F-box only protein 7 (FBXO7, C-C11)
and the A-kinase anchor binding protein 5 (AKAPS5, C-D12). However, the identification of
clone C-D12 as an AKAP5 encoding cDNA should be taken cautiously since it relies on a
relatively low identity level over a short sequence. AKAPS, also named AKAP79/150 coordinate
the subcellular localization of second-messenger-regulated enzymes such as protein kinase A,
protein kinase C and calcineurin-protein phosphatase 2B (Dodge and Scott, 2000; Beene and
Scott, 2007; Hoshi et al., 2005). Its physiological importance is illustrated, for example, in the
control of uterine contraction via PKA-mediated phospholipase C inhibition in the rat (Dodge
and Scott, 2000) or in the modulation of the Ca2+ channel function in Xenopus oocytes (Plata et
al., 2004). While expression of AKAP5 was never described during spermatogenesis, the
messenger identified in this study appeared testis-specific with an expression in germinal cells
restricted to spermatids zone from stages XI to XVI. AKAP4 and AKAP110 proteins were
previously identified as testis- and spermatid-specific (Vijayaraghavan et al., 1999; Schultz et al.,
2003; Schlecht et al. 2004) and involved in sperm quality by regulating motility and flagellum
functions (Miki et al., 2002; Hu et al., 2009). Our results suggest that AKAPS5 may be a new

spermatid-specific AKAP involved in spermatids or in sperm quality and highlight the
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conservation of key roles of AKAP in the regulation of spermatogenesis. RNF152 belongs to the
large family of RING finger proteins that possess simultaneously a zinc finger domain and an
ubiquitin ligase activity. RNF152 mRNA or protein expression was never described in testis
before this study, which points to sertolian expression throughout spermiogenesis (stages Xla to
XVII). This gene might therefore be a new actor in regulating spermiogenesis. Finally, a putative
FBXO7 encoding clone was identified as expressed in the testis in round spermatids but also in
other tissues. This is the first report of an expression of an F-box protein encoding gene during
spermatogenesis. F-box proteins are part of the SCF (Skp1-Cull-Fbox) complexes, a large class
of E3 ubiquitin ligases involved in phosphorylation-directed proteolysis and in many different
processes including cell cycle, proliferation and signal transduction (Craig and Tyers, 1999).
FBXO7 was shown to interact with a human inhibitor of apoptosis cIAP1 and trigger its
degradation through ubiquitination (Chang et al., 2006). This raises the possibility that FBXO7
may play a role in the control of apoptosis during spermatogenesis. The identification of FBXO7
in spermatids zone also provides the first evidence for a specific involvement of ubiquitination
mediated by SCF complexes. More generally, the identification of the two clones, C-A4 and C-
C11, putatively encoding proteins linked to E3 ubiquitin ligase activity stress the importance of
protein degradation by the 26S proteasome during spermiogenesis (Sutovsky, 2003) and suggests
finely tuned regulatory mechanisms, involving at least two distinct classes of ubiquitin ligases.
One clone putatively encoding a sulfonylurea receptor (C-AS5) was also identified. The
expression level of this gene, found predominantly transcribed in testis and round spermatids,
was high as 7 copies were isolated by SSH. S. canicula, like other Elasmobranchs, accumulates
important amounts of urea in its organism (Smith, 1936), and this gene fulfill taxon-specific

functions in the regulation of osmolarity during spermiogenesis.
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At last, no clear annotation or function could be proposed for five transcripts (C-A6, -A9, -
CS, -G12 and -H11). Four of them were found specifically or predominantly expressed in testis
and their range of expression was precisely defined by qPCR and ISH experiments. Although no
function could be proposed, the tissue- and stage-specificities suggested that these genes may
play a role in spermatogenesis and more particularly in spermiogenesis. Clones C-A6, A9 and
G12 display a maximum of expression in round spermatids and might therefore be involved in
the first steps of differentiation while clone C-H11 predominantly expressed in stage XIV might
rather intervene in the formation of periflagellar structure. Further exploration, such as RACE-
PCR to reach full-length cDNA sequences, might be undertaken to characterize more deeply
these clones and get a greater insight in their functions during spermatogenesis.

In conclusion, this study provides the first molecular characterization of spermatogenesis in
a chondrichthyan with a special focus on pre-meiotic stages and spermiogenesis. Some of the
actors identified, for instance those coding for protamines, UCHL3, PLCZl or SOGGY
correspond to genes previously known to play key roles in spermatogenesis in other vertebrates,
which validates our SSH-based experimental strategy. In other cases, our work helps to refine the
expression pattern during spermatogenesis of genes previously known to be involved in this
process, such as APRT, CALR or ZFP474, thus raising novel hypotheses on their respective
roles. Finally, this analysis leads to the identification of novel candidate genes involved in
spermatogenesis. We show for the first time testis specific expressions patterns for a number of
genes, such as MCM6, AKAPS, RNF152 or FBXO7, known to play important molecular and
cellular functions in other vertebrates, but whose involvement in spermatogenesis had never been
previously reported. Combined analyses of their functional characterization in model organisms

and of their expression patterns in the dogfish testis, also allow us to propose novel putative roles
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during spermatogenesis, which now provide accurate working hypotheses for further functional
approaches.

Finally, it is noteworthy that two dogfish characteristics were definite advantages in this
study. The first one is related to the polarized organization of its testis, which allows precise
definition of stage-specific expression patterns of genes during spermatogenesis. The second one
is related to its phylogenetic position, which, through comparisons with all traditional vertebrtae
model organisms, makes it possible to identify conserved mechanisms, which are likely to be
ancestral in jawed vertebrates. The combination of these two characteristics and the increasing
accessibility of large-scale transcriptomic tools should renew the interest of this thus far largely

neglected model to gain insight into the evolution of spermatogenesis in gnathostomes.
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Figure legends

Fig. 1. Ratios of expression (determined by qPCR and normalized by 5S RNA) between zones B
(spermatocytes,0), C (round spermatids,®) or D (elongated spermatids,®) and zone A

(spermatogonia) of dogfish testis, for clones identified in SSH libraries.

Fig. 2. Ratios of expression (determined by qPCR and normalized by 5S RNA) between spleen (&
), liver (8), muscle (®), epigonal tissue (®), brain (&), kidney (m) or epididymis (O) and testis in

dogfish, for clones identified in SSH libraries.

Fig. 3. Micrographs of dogfish testis after ISH with antisense RNA probes directed against
cDNA identified on SSH clones. (A) Cysts with round and/or elongated spermatids were stained
in purple on transversal sections from zones A to D. (B) Cysts were labeled (orange legend) or
unlabeled (green legend) between stages XIa and XVI (roman numerals) defined by Loir et al.
(1995), (C) Germinal (G) or Sertolian (S) staining were observed on fine views of labeled

spermatocysts.

Fig. 4. Representation of the range of expression of SSH clones during spermatogenesis between
stages XIa and XVIII (Loir et al., 1995) defined following ISH with antisense RNA probes. Thin

lines indicate expression and thick lines represent strongest expression.
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Tables

Table S1

Primers used for PCR and real-time PCR.
Name Sequence Name Sequence Target
Egf2 Egf2A Egf
MI3 Fwd31 CAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTG MI3 Rev33 CAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGC  Vector
Sc_polyP 1q TTACCATTGCGACTTGCTTG Sc_polyP 1Aq TTGGCGACACTTTCTCACAC A-A2
Sc PDCD2 Iq TGAGTTGGTGATGGAGCTTG Sc PDCD2 1Aq TCTGCTGCTGACATGGATTC A-B4
Sc SSHA2C4 1q TGCAGCGTGATCCTGATGAAT Sc SSHA2C4 1Aq CCTTCCAATGTGACGCCCTCT A-C4
Sc RPSA 1Iq CCCGTGCCATTGTCTCTATC Sc RPSA 1Aq GTGAATCTTCCGGCAATAGG A-C7
Sc SSHA2D2 1q CAGGGGTGGGCATCCAGTGC Sc SSHA2D2 1Aq TCCCGTCTGCAGGCCTCTCC A-D2
Sc RPS8 1q GAACAATTCCAGCAGGGAAA Sc RPS8_1Aq TTCCAGCTCCTTTCCTTCAA A-E4
Sc_SSHAIG10_1q GCGTTTCCGAGGATGGTTGCAC Sc SSHAIGI0 1Aq TCAGCGCCACCAACGTCCAT A-G10
Sc SSHAIGI1 1q GACTTCCCCATCCAGGGCATCC Sc SSHAIG11 1Aq CCACGGGCATCTAACCCGACAA A-Gl1
Sc SSHA2HI 2q CGGGCAATATGCTTTTGACT Sc SSHA2HI 2Aq TGGTTTCCTCCTTTTCAATCC A-H1
Sc MCM6 _1q TGATTGAACTGAAGCAGACTGG Sc MCM6_1Aq ACAAGGAAGGGATCCTGCTC A-H2
Sc SSHA2H3 1q CTCCGTTCCAAGTCCACAAT Sc SSHA2H3 1Aq GAGCAACGGTCAGTATGCAA A-H3
Sc cyclophB 1q  GGAAGACTGTTCCGAAGACG Sc cyclophB 1Aq ~ CCCCTCCCTGGATCATAAAT A-H10
Sc SSHCA2 1g TGGAAGCCAGACCGAGGTGCAT Sc SSHCA2 1Aq  GCATCATTTCGTGGCCCTCTCG C-A2
Sc protS4 1q AGCACGAAAACGTCCAAAGT Sc_protS4 1Aq ATTTCTTTTTGGCGACCTTG C-A3
Sc SSHCA4 1g GGAAGGGGTAAAGACCTCCA Sc SSHCA4 1Aq  ATTTCAGCCACAGGAAATGG C-A4
Sc SSHCA5 19 GGGGCCTTCCAACAAGCACAGG Sc_ SSHCA5 1Aq  GTCTTGGCACGGCGAGGCTTAC C-A5
Sc SSHCA6 1qg  TGTCCTCGAAGCGGAACCCTTG Sc SSHCA6 1Aq  GAGCTCCCCCACAGACCCACAA C-A6
Sc SSHCA7 1q  CAGCCAAAGATTATGAAGCTGAAG Sc SSHCA7 1Aq  TGTTTCCTCAAGGATAGTCGGTTC C-A7
Sc SSHCA9 1g  CGGCCTTGTGCACATTTCTGCT Sc SSHCA9 1Aq  CGCAGAAGAGCTGCAAGACGTT C-A9
Sc SSHCB10 1q CGTTGCACCGTGTTCTTGGAGAAA Sc SSHCB10 1Aq CCCACATGCCCCTCCAACCTCT C-B10
Sc SSHCC5 1  TTCAATTGAGCTTGCAGACG Sc SSHCC5 1Aq  CAATTCTTTTCCTCCGGTCA C-C5
Sc SSHCCI1 1q ATGGGAAATGTGGGACAGAG Sc SSHCCI1 1Aq AAGCCCACTTGTCTCCTTCA c-Cll
Sc SSHCD11 1g GGGAATGACTGAGGCTGGGGAGAG Sc SSHCD11 1Aq TCCCCCGTCTTCATGTTTTTCCAC C-D11
Sc SSHCDI2 1g GGGCCAATAGTTGAAGGTGA Sc SSHCDI2 1Aq CAGAGGGAGAGATGGAGCTG C-DI2
Sc SSHCE1 1g  TCACCGAGAAGGCACCCTCGAC Sc SSHCE1 1Aq ~ CTCCACGATGGGCACCAGACCT C-El
Sc SSHCF3 1q  GCTATCTTTGTGGCCGAGAG Sc SSHCF3 1Aq  TTCAGGTTTCCTGGGTTCAG C-F3
Sc SSHCF11 1q TCGGAGGCGTCATCTTCTTCCA Sc SSHCF11 1Aq TCTCCATTGGTTCCGGCCAAAG C-F11
Sc SSHCG9.1 1g GCAGGTGCCAGAAGAAACTT Sc SSHCG9.1 1Aq CCCAAACCAGGAACCTCATA C-G9
Sc SSHCG12 1g GTCTTGGCACGGCGAGGCTTAC Sc SSHCG12 1Aq GGGGCCTTCCAACAAGCACAGG C-G12
Sc SSHCH11 1g GCCAACCAAGGAGCAGGACCAG Sc SSHCH11 1Aq GGCAGGTTCCATCCGGAGAGGT C-H11




Table 1
Dogtish cDNA identified by SSH and preferentially expressed in spermatogonia (A) or round and young elongating spermatids (C):
homologies identified in Genbank database and on dogfish embryo cDNA library.
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Homology
Length Nb Of dbEST. . Matching % in Homology / Putative ID of =~ Matching %
Clone identical accession Homology Putative ID . . . > . .
(bp) clones o sequence identity embryonic embryonic cDNA sequence identity
) library
A-A2 781 1 Predicted similarto 1 013375005 4] clone PREDICTED: similar to XP 0013338922 41
polyprotein (Danio rerio) polyprotein (Danio rerio)
rogrammed cell death 2 programmed cell death 2
A-B4 974 2 Fejlus allus) NP_001026235.1 53 clone transcript a3PDCD2 (Gallus ABL09365.1 65
g gallus)
&2?;12{1 ;;:z?:;:y{3 Ubiquitin carboxyl-terminal
A-C4 355 2 (ubiquitin thiolesterase) NP_001019576.1 82 contig hydrolase isozyme L3 NP_001140074.1 78
(Danio rerio) (Salmo salar)
laminin receptor 1 . .
A-C7T 359 1 (ribosomal protein SA, 67 NP_001080730.1 90 contig 408 rllbosomal protein Sa -\ pyorg0 1 82
KDA) (Xenopus laevis) (Ictalurus punctatus)
carbonyl reductase-like
20beta-hydroxysteroid
AD2 627 2 dehydrogenase AF4397131 75 contig g;r]?:%l reductase T (HOMO' gy o174, 71
(Oreochromis P
niloticus)
similar to ribosomal . .
A-E4 297 1 protein S8 (Equus XP_001496811.2 92 contig ;g)oiz(r)]r;lal protein S8 (Homo NP_001003.1 94
caballus) piens)
) type I procollagen alpha 1 BAD9SS24.1 . type I procollagen alpha 1 BAD9S524.1
A-GIO 6291 chain (Raja kenojei) ' o6 contig chain (Raja kenojei) ' 93
adenine Adenine
A-G11 555 1 phosphoribosyltransferase NP_956962.1 67 contig phosphoribosyltransferase ~ AC009049.1 64
(Danio rerio) (Osmerus mordax)
. high-mobility group box 3,
AHL 529 1 %‘ﬁggﬁ UTR of - ; contig isoform CRA_b (Homo EAW99398.1 70
sapiens)
minichromosome minichromosome
A-H2 497 1 maintenance complex NP_001039699.1 70 contig maintenance complex NP_001006527.1 83
component 6 (Bos taurus) component 6 (Gallus gallus)
A-H3 470 1 putative 3' UTR of cyclinl - - contig cyclin I (Gallus gallus) XP_420590.1 64
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A-H10

C-A2

C-A3

C-A4

C-A5

C-A6

C-A7

C-A9
C-B7

C-B10

C-C5

C-Cl1

C-D11

C-D12

C-El

C-F3

533

476

237

426

405

327

262

141
231

576

866

700

329

342

1030

999

35

peptidylprolyl isomerase
B (cyclophilin B) (Homo
sapiens)

putative 5' UTR of soggy

similar to ring finger
protein 152 (Equus
caballus)

Sulfonylurea receptor 1
variant (Homo sapiens)
hypothetical protein
(Canis familiaris)
Full=Spermatid-specific
protein S2 (Scyliorhinus
canicula)

similar to spermatogenesis
and centriole associated

1 (Homo sapiens)

similar to hCG2042943
(Monodelphis domestica)

calreticulin (Eptatretus
burgeri)

fructose-bisphosphate
aldolase B
(Cephaloscyllium
umbratile)

zinc finger protein 474
(Bos taurus)

CAG33110.1

XP_001489983.1

BAD92321.1

XP_854628.1

P11020.1

XP_001720789.1

XP_001374498.1

BAAS88476.1|

BAD17932.1

NP_001098482.1

88

58

46

56

100

57

48

60

97

53-64

contig

contig

contig

contig

peptidylprolyl isomerase B
(cyclophilin B) (Homo
sapiens)

Dickkopf-like 1 (soggy)
(Bos taurus)
Full=Protamine S4
(Scyliorhinus canicula)*

Full=Protamine Z2
(Scyliorhinus canicula)*

F-box only protein 7
isoform 1 (predicted)
(Callithrix jacchus)

PREDICTED: similar to A-

kinase anchor protein 5

isoform 3 (Macaca mulatta)

fructose-bisphosphate

aldolase B (Cephaloscyllium

umbratile)

CAG33110.1

NP_001039934.1

P30259.1

P06841.1

ABZ10471.1

XP_001108118.1

BAD17932.1

&9

43

100

100

49

64

99
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C-F11 241
C-G8 446
C-G9 336
C-G12 400
C-H11 345

1

1
1

fructose-bisphosphate
aldolase C (Scyliorhinus
canicula)
Full=Protamine-Z1
(Scyliorhinus canicula)
phospholipase c-zeta
(Coturnix japonica)

AAM93485.1

P08433.2

BAF94336.1

100

93

52

contig

fructose-bisphosphate
aldolase C (Scyliorhinus AAM93485.1
canicula)

100

*: homology was identified with BlastP queried with putative ORF protein sequence.



Table 2

Zone- and tissue- specificities identified by qPCR for cDNA isolated by SSH in dogfish testis.

Clone  Zone specificity Tissue specificity
A-A2 A Ubiquitous

A-B4 invalidated Ubiquitous

A-C4 A-B Ubiquitous

A-C7 invalidated Ubiquitous

A-D2 A-B Ubiquitous

A-E4 A Ubiquitous

A-GI0 A Ubiquitous

A-G11 A Ubiquitous

A-H1 A Ubiquitous

A-H2 A-B Ubiquitous

A-H3 invalidated not tested

A-HI10 A-B Testis predominant
C-A2 C Testis predominant
C-A3 D Testis specific
C-A4 C-D Testis specific
C-AS C Testis predominant
C-A6 C-D Testis predominant
C-A7 C Testis specific
C-A9 D Testis specific
C-B7 not tested not tested

C-B10 C Testis specific
C-C5 C Ubiquitous

Cc-Cll1 C Ubiquitous

C-D11 C-D Testis predominant
C-D12 C-D Testis specific
C-El C Ubiquitous

C-F3 C Testis specific
C-FI1 C Testis-Brain

C-G8 not tested not tested

C-G9 C-D Testis specific
C-Gl12 C-D Testis predominant
C-H11 C-D Testis predominant
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Annexe C: Tables de développement - Tahara, 1956.

Developmental Stages of Lamprey 113

145



114

146

Y. Tamara

_,.,—..
\-\
|

16a
)
13b b b 16b
. @
174 18a 190
17b | 19b
17¢ 18c¢ 20c




Developmental Stages of Lamprey 115

147



116 Y. TAHARA

30b

148



149



Claire ROCANCOURT
Caractérisation moléculaire du développement de I’eil chez
la lamproie Petromyzon marinus.

La lamproie présente un mode de développement de la rétine trés particulier parmi les vertébrés. Elle implique
deux processus distincts. Le premier conduit a la formation précoce d’une rétine centrale, qui présente des
indications de différenciation dés les stades prolarvaires et ne contient que trois types cellulaires différenciés
(photorécepteurs, cellules bipolaires et cellules ganglionnaires). Dans un deuxiéme temps, au cours des stades
larvaires, une rétine périphérique, dont dérive I’essentiel de la rétine adulte, se développe a la marge de la rétine
centrale. Elle croit de fagon importante jusqu’a la métamorphose, au cours de laquelle la différenciation des
différents types cellulaires s’effectue. J’ai engagé une analyse des programmes génétiques qui contrblent ces
processus en étudiant les profils d’expression de trois paralogues de la famille Otx (PmOtxA/B/C), ainsi que des
génes PmFoxG1, PmPax6, PmVax2 et PmSix3 au cours du développement précoce de I'eil, aux stades
prolarvaires. L’analyse de I’expression des génes PmPax6, PmOtxB et PmOtxC a également été étudiée au cours
des stades larvaires et dans la rétine différenciée post-métamorphique. Enfin des traitements pharmacologiques
visant a inhiber I’activité du récepteur au FGF ont été effectués, en vue d’évaluer le réle des signalisations
médiées par ce récepteur aux stades prolarvaires. Les résultats mettent en évidence un patron de régionalisation
de la cupule optique trés semblable entre la lamproie et les gnathostomes. Les traitements pharmacologiques
suggerent également des mécanismes de spécification du pédoncule optique conserveés a I’échelle des vertébreés.
Au cours de la différenciation de la rétine centrale et de la formation de la rétine périphérique, les génes PmPax6
et PmOtxB/C présentent également une dynamique d’expression globalement conservée, avec quelques
différences. Ces analyses fournissent la premiére caractérisation des programmes génétiques contrélant la
formation de I’ceil chez la lamproie. A la suite de ces analyses, la formation de la rétine centrale apparait comme
un processus accessible aux caractérisations moléculaires et aux analyses fonctionnelles et d’un intérét majeur a
la fois pour des aspects évolutifs et mécanistiques.

Mots clef : Retine, Lamproie, Otx, FoxG1, Pax6, Six3, Vax2, Evolution, Développement.

Molecular characterization in the developing eye
of the lamprey Petromyzon marinus.

The lamprey presents a very particular way of development of the retina among the vertebrates. It implies two
distinct processes. The first lead to the early formation of a central retina, which presents indications of
differentiation in prolarval stages and contains only three differentiated cellular types (bipolar cells,
photoreceptors and ganglionar cells). Secondly, during larval stages, a peripheral retina, of which the main part
of the adult retina derives, develops within the margin of the central retina. It grows in an important way until the
metamorphosis, during which the differentiation of the various cellular types is carried out. | engaged an analysis
of the genetic programs which control these processes by studying the expression profiles of three paralogues of
the Otx family (PmOtxA/B/C), as well as PmFoxG1, PmPax6, PmVax2 and PmSix3 genes during the early
development of the eye, at the stages prolarvaires. The expression analysis of PmPax6, PmOtxB and PmOtxC
genes was also studied during larval stages and in the post-metamorphic differentiated retina. Finally
pharmacological treatments aiming at inhibiting the activity of the FGF receptor were carried out, in order to
evaluate the role of the indications mediated by this receptor at the prolarval stages. The results highlight a very
similar regionalization pattern of the optical cup between the lamprey and the gnathostomes. The
pharmacological treatments also suggest specification mechanisms of the optical stalk preserved at the level of
vertebrate. During the differentiation of the central retina and formation of the peripheral retina, the PmPax6
genes and PmOtxB/C also present a conserved dynamic expression, with some differences. These analyzes
provide the first characterization of the genetic programs controlling the formation of the eye in the lamprey.
Following these analyzes, the formation of the central retina seems to be an accessible process to molecular
characterizations and to functional analyzes and it is a major interest for both evolutionary and mechanistic
aspects.

Key words : Retina, Lamprey, Otx, FoxG1, Pax6, Six3, Vax2, Evolution, Development.
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