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Role de la Laminine y/ dans la morphogenése de la placode olfactive et le
développement des axones olfactifs

Résume :

La Laminine est I’un des composants majeurs de la matrice extracellulaire (MEC) et est
essentielle a 1’assemblage des membranes basales. C’est une protéine hétérotrimérique
composée d’une chaine a, d’une chaine § et d’une chaine ¢ dont I’assemblage peut former
jusqu’a 20 isoformes différentes. Les Laminines s’associent avec d’autres composants des
membranes basales tels que le Nidogeéne ou le Collagéne IV pour assurer des roles
structuraux et biomécaniques. Elles assurent également un role signalétique en interagissant
avec des récepteurs a la surface des cellules comme les Intégrines, leur récepteur principal, ou
le Dystroglycan.

L’une des premicres isoformes a apparaitre au cours du développement est I’isoforme
alflyl. Au cours de ma thése, j’ai utilisé des poissons-zébres sleepy (sly), mutés pour la
chaine y1 de la Laminine, afin d’étudier son role dans le développement du systéme olfactif.
Le développement du systeme olfactif chez le poisson-zebre implique des mouvements
morphogénétiques qui vont former la placode olfactive par un processus de coalescence, ainsi
que la croissance des axones olfactifs qui naviguent de la placode vers le bulbe olfactif, tandis
que I’ensemble de la téte de I’embryon subit un mouvement général de flexure. Lors de leur
navigation vers le bulbe olfactif, les axones sortent de la placode par son point de sortie,
migrent dorsalement entre les membranes basales entourant les placodes et le cerveau puis
pénétrent dans le cerveau via un point d’entrée avant de poursuivre leur navigation vers la
zone présomptive du bulbe olfactif.

Grace a des expériences d’immunofluorescence pour différents marqueurs des membranes
basales ainsi que de microscopie électronique, nous avons montré qu’en absence de la chaine
v1 de la Laminine, I’intégrit¢é des membranes basales présentes autour du cerveau et des
placodes olfactives est fortement perturbée. Mes analyses, mettant a profit I’utilisation de
lignées transgéniques pour visualiser la mise en place de la placode olfactive ainsi que
I’extension des axones olfactifs, montrent qu’aux stades de coalescence de la placode
olfactive, I’absence de Laminine n’induit pas de défaut majeur, si ce n’est un positionnement
de la placode l1égerement décalé antérieurement qui pourrait étre engendré par le déplacement
antérieur du cerveau adjacent. A la suite de la coalescence, lors du mouvement de flexure du

cerveau, I’absence de Laminine provoque un étirement des placodes olfactives selon 1’axe de
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la flexure et une augmentation du nombre de cellules ectopiques autour des placodes. Les
deux placodes se rapprochent médialement, réduisant la taille du cerveau et rendant floue et
courbée la démarcation entre le cerveau et les placodes olfactives. La navigation des axones
sensoriels olfactifs est elle aussi perturbée : certains axones sortent des placodes olfactives de
maniere ectopique, dorsalement par rapport au point normal de sortie, leur trajectoire est
anormale et la plupart d’entre eux ne parviennent pas a atteindre le bulbe olfactif. Dans des
expériences préliminaires, nous avons commencé a développer des approches visant a
identifier les mécanismes en jeu dans ces régulations, en ciblant notamment le Collagéne IV,
dont la distribution est fortement perturbée chez les mutants s/y, ainsi que les Intégrines,

récepteurs principaux de la Laminine.

Pour conclure, mes résultats mettent en évidence de nouveaux roles pour la Laminine et les
membranes basales dans le développement du systéme olfactif du poisson-zeébre, dans le
maintien de la forme des placodes olfactives, dans la délimitation de la frontiére entre le
cerveau et les placodes, ainsi que dans la navigation des axones olfactifs vers le bulbe

olfactif.

Mots clés : Laminine, Systeme olfactif, Développement, Poisson-zebre, Navigation axonale
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Role of Laminin y/ in olfactory placode morphogenesis and olfactory axon development

Abstract :

Laminin is one of the major components of the extracellular matrix (ECM), and is essential
for basement membrane assembly. It is a heterotrimeric protein composed of one «, one § and
one y chain that assemble to form at least 20 different isoforms. Laminins interact with other
basement membrane components such as Nidogen or Collagen IV to fulfill structural and
biomechanical roles. They also achieve a signaling role by interacting with cell surface
receptors such as Integrins, their main receptor, or Dystroglycan.

One of the first Laminin isoform to appear during development is the a/f1yl isoform.
During my PhD, I took advantage of the mutant zebrafish sleepy (sly) which is mutated for
the ¢/ chain of Laminin, to study its role along the development of the olfactory sensory
system, which involves morphogenetic movements that shape the olfactory placode through
placodal cell coalescence, and the navigation of the olfactory sensory axons towards the
olfactory bulb in the brain. While the axons are navigating, a general flexure of the head of
the embryo occurs. To reach the olfactory bulb, olfactory axons exit the olfactory placode
through an exit point, navigate dorsally between the two basement membranes surrounding
the brain and the olfactory placode, penetrate the brain through an entry point and continue
their navigation dorsally.

We performed immunofluorescence experiments for different markers of the basement
membrane as well as electron microscopy and showed that, in the absence of the y/ chain of
the Laminin, the integrity of basement membranes surrounding the olfactory placode and the
brain is strongly affected. Through the analysis of transgenic lines allowing the visualization
of the olfactory placode and the axonal growth in mutant and wild-type contexts, we show
that the absence of Laminin does not induce major defects during the coalescence stage,
except for an anterior shift of the olfactory placodes that might be dragged by the anterior
movement of adjacent brain cells at this stage. On the other hand, after the coalescence,
during the flexure movement that has a major dorso-ventral component, the lack of Laminin
induces an elongation of the olfactory placodes in the dorso-ventral axis and an increase of
scattered ectopic cells around them. The two olfactory placodes also tend to move medially,
decreasing the size of the brain and affecting the boundary between the two tissues, which

appears more curved and fuzzy. Olfactory axon behavior is also perturbed as we saw that,
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without Laminin, those axons do not navigate properly towards the olfactory bulb. Our
results show that only a subset of the axons manage to grow out of the placode, exiting it
ectopically in a dorsal area, and that their trajectories are less directional. In preliminary
experiments, we began to address the molecular mechanisms implicated in these processes,
by targeting Collagen IV, another basement membrane component whose distribution is

dramatically altered in the s/y mutant, and Integrins, as the main Laminin receptors.

In conclusion, my results document new roles for Laminin and basement membranes in the
development of the olfactory system of the zebrafish. Those roles include maintaining the
shape of the olfactory placode, establishing a boundary between the brain and the placodes,

and participating in the navigation of olfactory axons towards the olfactory bulb.

Key words : Laminin, Olfactory system, Development, Zebrafish, Axon navigation
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Réle de la Laminine dans la mise en place du systéme olfactif chez le poisson-zébre

Résumé vulgarisé :

Les cellules de I’organisme sont entourées d’un réseau de longues molécules appelé matrice
extracellulaire (MEC) qui est cruciale pour le bon développement et la survie des cellules.
Dans ma thése, je me suis concentrée sur un composant de la MEC appelé la Laminine, et j'ai
¢tudié son role dans le développement du systéme sensoriel olfactif, qui est caractérisé par
des mouvements des neurones sensoriels olfactifs dans I’embryon et la croissance de longs
prolongements neuronaux appelés axones qui vont transmettre les informations olfactives au
cerveau. Pour cela j’ai utilisé les poissons-zébres qui sont transparents, permettant ainsi de
visualiser facilement les différents composants du systéme olfactif au cours du
développement. Mes résultats montrent que la Laminine permet de maintenir la forme du
tissu olfactif pendant que des mouvements généraux de la téte des embryons ont lieu et

qu’elle aide a la croissance des axones olfactifs vers leur cible dans le cerveau.

14



15



Table des matiéres

Remerciement
Résumé en francais
Résumé en anglais
Résumé vulgarisé
Table des matiéres
Liste des abréviations
Introduction
I La Laminine, un composant majeur des membranes basales
1.1 Génes codant pour la Laminine
1.2 Structure, polymérisation et expression de la Laminine
1.2.1 Structure de la Laminine
1.2.2 Réle des différents domaines de la Laminine dans la polymérisation
1.2.3 Expression de la Laminine
1.2.3.a Expression tissulaire de la Laminine
1.2.3.b Expression de la Laminine dans le systéme nerveux
1.3 Autres composants des membranes basales
1.3.1 Le Collagéne IV
1.3.1.a Structure du Collagene
1.3.1.b Les différents types de Collagénes
[.3.1.c Les récepteurs du Collagéne
1.3.1.d Réles du Collagéne
1.3.2 Le Nidogene
1.3.2.a Structure du Nidogéne
1.3.2.b Expression du Nidogene
1.3.2.c Interactions du Nidogéne avec les autres composants de la MEC
1.3.2.d Fonctions du Nidogene
1.3.3 Les protéoglycans
1.3.3.a Le Perlécan
1.3.3.b L’Agrine
[.3.2.c Le Collageéne XVIII/XV

10
12
14
16
20
22
24
25
27
27
29
30
30
33
34
34
34
36
38
39
40
40
41
43
43
44
44
45
46

16



1.4 Les récepteurs de la Laminine
1.4.1 Les Intégrines
1.4.1.a Structure des Intégrines
1.4.1.b Signalisation et activation
1.4.1.c Expression des Intégrines
[.4.1.d Les ligands des Intégrines
1.4.1.e Fonctions des Intégrines
1.4.2 Le Dystroglycan
1.4.2.a Structure du Dystroglycan
1.4.2.b Expression du Dystroglycan
1.4.2.c Fonctions du Dystroglycan
1.4.3 Autres récepteurs de la Laminine
1.4.3.a Les Syndécans
1.4.3.b Le CD146
1.5 Roles de la Laminine
1.5.1 Formation des membranes basales
1.5.2 Morphogenése tissulaire et migration cellulaire
1.5.3 Différenciation cellulaire
1.5.4 Polarité cellulaire
1.5.4.a La polarité apico-basale
1.5.4.b La polarité neuronale
1.5.5 Migration neuronale
1.5.6 Croissance et navigation axonale
1.5.7 Réle de la Laminine dans le systeme olfactif
IT Le développement du systéme olfactif
II.1 Description générale du systéme olfactif : cas des mammiferes et des insectes
I.1.1 L’organe sensoriel olfactif et les récepteurs olfactifs
I1.1.2 Navigation des axones olfactifs vers le premier relai du systéme nerveux central
II.1.3 La reégle un récepteur olfactif, un neurone sensoriel olfactif, un glomérule

II.1.4 Les neurones post-synaptiques du premier relai olfactif dans le systéme nerveux

central

1.2 Le développement du systéme olfactif du poisson-zébre

46
46
47
48
50
51
52
53
53
55
56
56
57
57
58
58
59
61
64
64
64
67
68
70
72
72
72

78

80
81

17



I1.2.1 Morphogenése de la placode olfactive 83

I1.2.1.a Origine/spécification des placodes sensorielles 83
I1.2.1.b Mouvements de coalescence des placodes olfactives 85
I1.2.1.c Mécanismes régulant la coalescence des placodes olfactives 89
I1.2.1.d Neurogenése des OSN 93
I1.2.1.e Etapes plus tardives de la morphogenése de la placode olfactive 95
I1.2.2 Croissance et navigation axonale 96
I1.2.2.a I’extension rétrograde des axones dans la placode olfactive 100
I1.2.2.b L’hypothéese des axones pionniers 101

I1.2.2.c Role des molécules de guidage pendant la navigation des axones vers le

bulbe olfactif 103
11.2.2.d Autres molécules impliquées dans le développement des axones 109
II.2.3 Innervation du bulbe olfactif 111

I1.2.3.a Conservation chez le poisson-zébre de la régle “un récepteur olfactif = un

glomérule” 111

I1.2.3.b Des protoglomérules aux glomérules 113

III Les objectifs de la these 116
Résultats 120
I Article Scientifique 122

II Résultats complémentaires 170

II.1 Perturbation du Collagene IV dans des embryons mutants sly et des embryons controles

170
I1.2 Etude de I’implication des Intégrines et de leurs effecteurs 174

IL.3 Tentative de sauvetage des mutants sly par I’expression du transgéne

lamC1:LamC1-sfGFP 179

1.4 Matériels et méthodes additionnels 181
Discussion et perspectives 184
Conclusion 196
Bibliographie 198
Liste des figures 218
Liste des tableaux 222

18



19



Liste des abréviations

a—DG : a—Dystroglycan

B-DG : p—Dystroglycan

3D : trois dimensions

AMPc : adénosine monophosphate
cyclique

AP : antero-postérieur

aPKC : atypical protein kinase C
Bal : bashful

CA : constitutivement actif

CZ : zone centrale

DCC : deleted in colorectal cancer
Domaine I : domaine d’Insertion

DN : dominant négatif

DV : dorso-ventral

DZ : zone dorsale

EGF : epidermal growth factor-like
ENU : N-Ethyl-N-nitrosourea

EON : neurones olfactifs précoces
EP : exit point

EPL : couche plexiforme externe
FACIT : fibril associated collagens with
interrupted triple helices

FAK : focal adhesion kinase

FBMN : facial branchiomotor neuron
GAP : GTPases activating protein
GC : cones de croissance

GEF : guanine nucleotide exchange factor
GFP : green fluorescent protein

Gup : grumpy

Hpf : heures post fécondation

HS : héparan sulfate

HSPG : héparan sulfate protéoglycan

IR : récepteur ionotropique

ISV : intersegmental blood vessel
KO : knock out

L4/LF : Laminine globulaire IV
LE : Laminin EGF-like

LG1-4 : glomérules latéraux 1-4
LG : Laminine globulaire

LN : Laminine N-terminal

MEC : matrice extracellulaire
MG : glomérule médian

MHB : midbrain hindbrain boundary
ML : médio-latéral

NCC : cellules de crétes neurales
nucMLF : noyau du faisceau longitudinal
médian

nucTPOC : noyau bilatéral du tractus
ventral post-optique

OB : bulbe olfactif

OBP : odor binding protein

OE : epithélium olfactif

OEC : cellules engainantes

OMP : olfactory marker protein
ON : nerf olfactif

ONL : couche du nerf olfactif
OP : placode olfactive

OR : récepteur olfactif

ORN : neurone récepteur olfactif
OSN : neurone sensoriel olfactif
PKA : protéine kinase A

PPR : région pré-placodale

RFP : red fluorescent protein
RGC : retinal ganglion cell

20



RGD : acide arginine glycine aspartique
RMS : rostral migration stream

SEA : sea urchin sperm protein
enterokinase and agrin

Sly : sleepy

SNC : systéme nerveux central

TRPC2 : transient receptor potential
cation channel subfamily C member 2b
VR : récepteur voméronasal

WISH : whole mount in situ hybridisation

21



Introduction

Ma these a porté sur 1I’é¢tude du rdéle de la Laminine et des membranes basales dans le
développement du systéme olfactif chez le poisson-zebre. Dans cette introduction, je
présenterai dans deux parties successives les principales données de bibliographie concernant
la Laminine et les membranes basales, et le systeme olfactif.

Dans la premicre partie de 1’introduction, je décrirai d’abord les différents composants des
membranes basales en insistant particuliérement sur la Laminine. Ensuite je présenterai les
principaux récepteurs impliqués dans la signalisation induite par les membranes basales.
Enfin, je décrirai certains roles connus de la Laminine dans différents modéles d’études. Dans
la seconde partie de mon introduction, je présenterai le systeme olfactif en commengant par
une description générale des systémes olfactifs des mammiféres et des insectes. Ensuite, je
concentrerai mon propos sur le développement du systeme olfactif du poisson-zebre, en
expliquant la morphogenese de la placode olfactive, la mise en place des axones sensoriels

olfactifs et de leurs projections dans le bulbe olfactif.
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I La Laminine, un composant majeur des membranes basales

La Laminine est un des composants majeurs de la matrice extracellulaire (MEC), un réseau
de macromolécules qui occupe I’espace intercellulaire et qui est essentiel au développement
des tissus (Willis et Crocker 2016; Nirwane et Yao 2019). Au-dela de son role structurel, la
MEC joue aussi un role dans la signalisation cellulaire en fixant des facteurs de croissance
(Walma et Yamada 2020). On retrouve deux classes majeures de MEC, les lames basales (ou
membranes basales), et la MEC interstitielle composée principalement de Collagene, de
Fibronectine, d’Elastine, de Laminine, de Ténascine et de Protéoglycans (Walma Cruz 2020).
Les Laminines sont les composants principaux des membranes basales qui forment des
barrieres entre les différents compartiments tissulaires (Peter D. Yurchenco et O’Rear 1994).
On retrouve ces membranes basales autour des épithéliums, du cerveau et de la moelle
épinicre, des fibres musculaires, des vaisseaux sanguins et des nerfs périphériques (Halfter et
al. 2015). Elles séparent ces épithéliums du tissu connectif environnant. Méme si la
composition des lames basales varie en fonction de leur localisation et du stade de
développement de I’organisme, quatre composants majeurs sont présents de manicre
ubiquitaire : la Laminine, le Collageéne IV, le Nidogene et des protéoglycans (le Perlécan,
1I’Agrine et le Collagene XVIII/XV) (Fig.1) (Nirwane et Yao 2019; Halfter et al. 2015; Walma
et Yamada 2020; Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012; Peter D. Yurchenco et O’Rear
1994). Parmi ces composants, seule la Laminine est absolument essentielle pour I’assemblage
et la formation des membranes basales (Huang et al. 2003; Urbano et al. 2009; Miner et

Yurchenco 2004; Nirwane et Yao 2019).
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Figure 1 : Schéma représentant la
structure et les  principaux

composants des  membranes

basales (tirée de Hohenester et

integrin J -dyst |
cell surface sulfatides il s Aok Yurchenco 2013).

I.1 Génes codant pour la Laminine

La famille des génes codant pour les différentes chaines de la Laminine («, et ) provient de
duplications répétées d’un géne ancestral unique (Sztal et al. 2011). Chez les vertébrés, on
retrouve maintenant cing génes a (lamA), trois génes y (lamC) et trois a six génes [ (lamB)
(quatre chez les mammiferes uniquement) (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012;
Nirwane et Yao 2019; Hohenester 2019). Les produits de ces génes s’agencent en trimeres
afy (Hohenester 2019; Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012), formant dix-huit
isoformes principales chez les mammiferes (Durbeej 2010) ou seize chez les autres vertébrés
(Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012). Les trimeres sont nommés selon les chaines qui
les composent. Par exemple, la Laminine 111 est composée des chaines a1, g1 et y1 (Fig.2)
(Durbeej 2010; Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012).

D’autres triméres additionnels, issus d’un processus d’épissage alternatif des ARNm codant
pour les chaines de Laminine, ont également été mis en évidence (Miner et Yurchenco 2004).
Les premiers trimeres qui apparaissent au cours du développement des mammiféres sont
alplyl et a5p1yl (Li et al. 2003; Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012). Des
invalidations génétiques de 1 ou (1 empéchent la formation d’hétérotrimeres et
I’assemblage des premieres membranes basales, provoquant une létalit¢ embryonnaire
précoce a E5.5 chez la souris (Smyth et al. 1999). En revanche, I’invalidation génétique
d’autres composants des membranes basales provoque des défauts développementaux plus
tardifs (a partir de E10) et n’empéche pas la formation de membranes basales dans la majorité

des tissus (Hohenester et Yurchenco 2013).
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Figure 2 : Schéma de l’isoforme 111 de Ia
=t t. Laminine composée des chaines a1, 81 et p1 (tirée

de Hohenester 2019).

Les Laminines sont conservées d’un point de vue phylogénétique chez les vertébrés et les
“invertébrés” (Sztal et al. 2011; Li et al. 2003). Pour certains génes, la fonction est conservée
entre les especes. C’est le cas de la sous-unité a2 qui, lorsqu’elle est mutée, provoque des
dystrophies musculaires chez le poisson-zebre, la souris et I’humain. Pour d’autres
sous-unités comme a1 ou a5, les perturbations observées ne sont pas les mémes lorsqu’on

compare le poisson-zebre avec les mammiferes (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012).

Chez le poisson-zeébre, on trouve dix genes de la Laminine orthologues aux geénes de
mammiferes. Ces dix génes semblent avoir des fonctions similaires chez le poisson-zebre et
les mammiferes. Pour le géne lamB3 de mammiferes, aucun orthologue n’a été trouvé chez le
poisson-zebre (Sztal et al. 2011). Méme si une premicre étude montrait que le gene lamC2 de
mammiféres ne possédait pas d’orthologue chez le poisson-zebre (Sztal et al. 2011), des
expériences de WISH (whole mount in situ hybridisation) ont détecté lamC2 dans I’épiderme
de poisson-zebre a 24 et 48 heures post fécondation (hpf) (Carrara et al. 2019). Pour le géne

lamB4 du poisson-zebre, on retrouve un gene orthologue chez ’humain mais pas chez la
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souris ou le rat (Fig.3) (Sztal et al. 2011). Sur la Figure 3, on peut voir qu’il y a une
expansion du clade 8 chez le poisson-zebre. On trouve en effet la séquence lamB2! qui résulte
de la duplication de lamB2 et la séquence lamB1b qui est une séquence paralogue a lamB1. 11
y a donc cinq geénes lamA, cinq genes lamB et trois genes lamC présents chez le

poisson-zebre (Sztal et al. 2011; Carrara et al. 2019).
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1.2 Structure, polymérisation et expression de la Laminine

1.2.1 Structure de la Laminine

Chaque sous-unité comporte plusieurs domaines et leur organisation est trés similaire
(Hohenester 2019; Durbeej 2010). Je vais maintenant décrire ces domaines, et j’aborderai
plus tard leur réle dans la polymérisation de la Laminine. On retrouve un domaine globulaire
Laminine N-terminal (LN) suivi de plusieurs domaines Laminin EGF-like (LE). Un ou deux

domaines globulaires L4/LF (Laminine IV) sont insérés au sein des domaines LE. Pour
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certaines chaines (a3A, a4, 83 et y2), il manque le domaine LN et parfois tout ou une partie
des domaines LE tandis que d’autres chaines sont plus longues dans cette région, comme a5
par exemple (Nirwane et Yao 2019; Durbeej 2010; Hohenester 2019). Les trois sous-unités a,
p et v s’assemblent via leur domaine coiled coil, ce qui confere la forme de T caractéristique
aux trimeres (Hohenester 2019; Durbeej 2010). Ce domaine est formé par toute la partie
C-terminale des sous-unités [ et . Les sous-unités a possedent aussi un domaine coiled coil,
et en plus cinq domaines Laminine Globulaire (LG1-5) dans leur partie C-terminale (Fig.2 et
Fig.4) (Hohenester 2019; Durbeej 2010).

L’observation de la structure des triméres de Laminine en microscopie électronique a révélé
la présence de quatre bras : un bras long (~77 nm) terminé par un domaine globulaire (les
domaines LG de la chaine &) et trois bras courts (~34 nm) formés par les parties N-terminales
des trois chaines, comprenant les domaines LN, L4/LF et LE. Mais toute une variété¢ de
formes a ¢été observée car certaines chaines (a3A, a4, 3 et y2) sont tronquées tandis que la

chaine a5 est plus grande (Fig.4) (Durbeej 2010; Hohenester 2019).

TTTTI1TTL

212/222 213 3A11 3A21 3A32

T

3A33 3B32

Figure 4 : Schéma représentant les différentes isoformes connues de la Laminine chez les mammifeéres et leur

structure (tirée de Durbeej 2010).

28


https://www.zotero.org/google-docs/?iyNwWj
https://www.zotero.org/google-docs/?xrMKPc
https://www.zotero.org/google-docs/?tAS4Ra
https://www.zotero.org/google-docs/?oGNaGS
https://www.zotero.org/google-docs/?uhhuzi

1.2.2 Role des différents domaines de la Laminine dans la polymérisation

Les parties N-terminales des bras courts participent a la polymérisation de la Laminine via
des interactions homo-et hétérotypiques. En effet, les domaines LN présents dans la partie
N-terminale des chaines a1, a2, a3B, a5, g1, 2, B3, 1 et ¢3 sont essentiels a I’assemblage
des différents hétérotriméres et a leur incorporation dans les membranes basales chez les
souris (Durbeej 2010; Hohenester 2019; Hohenester et Yurchenco 2013). Seules les isoformes
possédant les domaines LN sont capables de polymériser correctement in vitro et dans des
cultures cellulaires (Hohenester 2019). La polymérisation de la Laminine in vivo se produit a
la surface des cellules et nécessite non seulement les trois bras courts en N-terminal mais
¢galement la partie C-terminale qui, en se liant aux récepteurs de la Laminine a la surface des
cellules (comme les Intégrines S1 ou le Dystroglycan (Li et al. 2003)), concentre les
isoformes et permet leur polymérisation (Li et al. 2003; Hohenester 2019; Hohenester et
Yurchenco 2013). L’assemblage de certaines Laminines comme les isoformes 111, 211 et
221 s’effectue de maniere calcium-dépendante par interaction entre leurs domaines
N-terminal (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012; Peter D. Yurchenco et O’Rear
1994).

Le role du domaine LE reste méconnu méme si dans certaines chaines (y1 et ¢3), ce domaine
participe a la liaison du Nidogene-1, un autre composant majeur des membranes basales que
je détaillerai plus tard (Durbeej 2010; Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012;
Hohenester 2019). Certaines études ont suggéré que cette interaction serait nécessaire a
I’assemblage des membranes basales mais cette hypothése n’a pas été¢ validée par des
analyses génétiques (Durbeej 2010).

La partie C-terminale comprenant les domaines LG contribue aux interactions avec la surface
des cellules via des interactions directes ou indirectes avec des récepteurs membranaires qui
seront présentés plus tard dans le texte (Durbeej 2010; Nirwane et Yao 2019; Hohenester
2019; Hohenester et Yurchenco 2013). En plus de son role dans 1’assemblage cohésif des
trois sous-unités de la Laminine, le domaine coiled coil participe également aux liaisons avec
d’autres groupes de composants des membranes basales, dont les proteoglycans (Hohenester

2019; Durbeej 2010).
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1.2.3 Expression de la Laminine

1.2.3.a Expression tissulaire de la Laminine

Les Laminines sont exprimées de maniere tissu-spécifique, et leur spécificité d’expression est
déterminée en partie par les variations d’expression de la sous-unité o dans les différents
tissus (Durbeej 2010; Sztal et al. 2011). Les mécanismes régulant I’expression des genes
codant pour les différentes sous-unités « restent pour 1’instant peu connus méme si on sait
que, chez la souris, les facteurs de transcription Sp1/Sp3, NF-Y, Sox7 et Sox17 controlent
I’expression de la chaine al dans les cellules de 1’endoderme pariétal (ces cellules
appartiennent au sac vitellin et synthétisent des composants de la membrane basale, qui sont
organisés en monocouche de membrane basale que I’on appelle la membrane de Reichert
(Niimi et al. 2004)) .

Chez la souris, en plus d’étre exprimée dans 1’endoderme pariétal, la sous-unité a1 est aussi
retrouvée dans les membranes basales embryonnaires lors du développement précoce et est
exprimée par des cellules épithéliales lors de I’organogenese. La sous-unité a2 est présente
majoritairement dans les membranes basales des muscles striés et des cellules de Schwann.
La sous-unité¢ a3 est retrouvée notamment dans 1’épiderme et la chaine a4 est associée a
I’endothélium, aux cellules de Schwann et a la jonction neuromusculaire entres autres. La
chaine a5 est plus largement distribuée (membranes basales embryonnaires, épithéliums
notamment) (Durbeej 2010).

Des expériences d’hybridation in situ ont montré que les différentes chaines entrant dans la
composition de la Laminine ne sont pas forcément exprimées par un méme type cellulaire.
Par exemple, si la chaine 52 de la Laminine est synthétisée par des cellules de la plaque du
plancher du tube neural, I’expression des ARNm des chaines a de la Laminine est restreinte
aux cellules épendymaires du tube neural (Thomas et Dziadek 1993). De maniere plus
générale, un méme type cellulaire ne produit pas tous les composants nécessaires a la
formation de la lame basale (Peter D. Yurchenco et O’Rear 1994). En effet, des expériences
d’hybridation in situ réalisées chez des embryons de souris agées de 12,5 jours, ont montré
que les genes codant pour la Laminine ou le Nidogéne ne sont pas exprimés de maniere
coordonnée (Thomas et Dziadek 1993). De plus, si les ARNm des chaines 1 et 52 de la
Laminine et des chaines du Collagéne IV sont exprimés par des cellules qui peuvent étre
épithéliales ou mésenchymateuses, ’ARNm du Nidogéne n’est détect¢ dans aucun
¢épithélium mais est trés abondant dans les cellules mésenchymateuses et endothéliales

(Thomas et Dziadek 1993). Autre exemple : dans l’intestin embryonnaire, les cellules
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épithéliales et mésenchymateuses synthétisent différents composants des membranes basales.
Le Collagéne IV est synthétisé par des cellules mésenchymateuses (Simon-Assmann et al.
1990), les chaines [ de la Laminine sont produites par les cellules épithéliales et
mésenchymateuses, et les chaines a sont produites uniquement par les cellules épithéliales
lors du développement embryonnaire, puis par les cellules mésenchymateuses plus

tardivement (Klein et al. 1990).

Chez le poisson-zebre, la plupart des génes de la Laminine sont exprimés dans plusieurs

tissus pendant le développement embryonnaire (Tableau 1) (Sztal et al. 2011).

TABLE 1. Expression of Zebrafish Laminin Genes by In Situ Hybridization Expression at Different Developmental Stages

Expression pattern

156 mm (trunk

Gene 16 somite 24 hpl 48 hpl T2 hpl muscle sections)
lamal (Hic vesicle (p), noto- Eye, otic vesicle, notochord, Eye, otic vesicle, brain and Eye, otic vesicle, brain and Not detected
chord, brain and brain and spinal cord spinal cord, pectoral fin spinal cord, pectoral fim,
spinal cord branchial arches
lama2 Head, adaxial cells Eve, brain and spinal cord, Eye, otic vesicle, brain and Eye, brain and spinal cord, Fast and slow
trunk muscle spinal cord, trunk muscle trunk muscle, pectoral fin muscle fibers
muscle, posterior hypaxial
muscle
lamad Low level expression Eve, brain and spinal cord, skin Lens, otic vesicle, brain and Eye, brain and spinal cord, Not detected
spinal cord, pectoral fin pectoral fin
lamad Head, adaxial cells Ewe, brain and spinal eord, Eye, otie vesicle, brain and Eye, brain and spinal cord, Cells between fast
trunk muscle spinal cord, trunk muscle, trunk muscle, pectoral fin and slow muscle
horizontal myosepta muscle, gut, myosepta, fin fibers
folds, otic vesicle
lamas Low level expression Eve, brain and spinal cord Lens, brain and spinal cord, Eye, brain and spinal cord, Not detected
pectoral fin pectoral fin, branchial
arches
lambl Head, notochord Ewve, otie vesicle, brain and Eye, brain and spinal eord, Eye, brain and spinal eord, Mot detected
spinal cord, notochord, fin otic vesicle, pectoral fins, otic vesicle, pectoral fins,
folds, trunk muscle fin fold, myosepta branchial arches, fin folds
lamblb Low level expression Eye, notochord, brain and Eye, notochord, brain and Eye, notochord, brain and Not detected
spinal cord spinal cord, pectoral fins, spinal cord, pectoral fins,
fin fold fin fold
lamb2 Head, adaxial cells Eve, brain and spinal cord, Eye, otic vesicle, brain and Eye, brain and spinal cord, Fast and slow
trunk muscle spinal cord, pectoral fins, pectoral fins, branchial muscle fibers
trunk musele arches, trunk muscle
lamb2l Brain and spinal cord Brain and spinal cord tube, Spinal cord, lens, otic Lens, otic vesicle, telecepha- Mot detected
tube, head head vesicle, telecephalon, lon, branchial arches,
pectoral fins pectoral fins, gut
lambd Low level expression Eye, otic vesicle, brain and Eye, brain and spinal cord, Eye, brain and spinal cord, Not detected
spinal cord, skin, trunk otic vesicle, pectoral fins, otic vesicle, branchial
muscle skin arches, pectoral fins, skin
lamel Head, adaxial cells, otic Eye, brain and spinal cord, Eye, brain and spinal cord, Eye, brain and spinal cord, Fast and slow
vesicle (p), notochord otic vesicle, trunk muscle, otic vesicle, trunk muscle, otic vesicle, trunk muscle, muscle fibers
notochord, fin folds notochord, fin folds branchial arches,
notochord, fin folds,
pectoral fin muscle
lamed Low level expression Eye, otic vesicle, trunk Eye, otic vesicle, brain and Eye, otic vesicle, telecepha- Not detected

muscle

spinal cord, branchial
folds, pectoral fins,
myosepta,

lon, branchial arches,

pectoral fins, gut, fin folds,

myosepta,

Tableau 1 : Tableau montrant ’expression des génes de la Laminine chez le poisson-zébre a différents stades

de développement, déterminée par hybridation in sifu (tiré de Sztal et al. 2011).

Par exemple, lamAI est détecté par hybridation in situ dans la notochorde postérieure et la
queue aux stades précoces (Sztal et al. 2011) puis dans les yeux a partir de 24 hpf (Carrara et
al. 2019), les nageoires pectorales et les structures neurales a 48 hpf. A 72 hpf, on détecte
lamA2, lamA3 et lamAS5 dans le cerveau et les yeux (Sztal et al. 2011; Carrara et al. 2019).
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lamB1 est d’abord détect¢ dans des cellules entourant la notochorde pendant Ie
développement précoce puis dans le cerveau antérieur. On a pu observer une forme de
redondance d’expression entre lamB1 et lamB1b dans ces tissus. lam(C3 est ¢galement détecté
dans le cerveau a 24 hpf (Tableau 1, Sztal, 2011). A des stades précoces, on retrouve une
expression maternelle de /lamBl et lamCl dans les embryons de poisson-zébre (Fig.5)

(Parsons, Pollard, et al. 2002; Dolez, Nicolas, et Hirsinger 2011).

Figure 5 : Expression maternelle des genes
lamB1 et lamCl chez le poisson-zébre,
détectée par hybridation in sifu (tirée de

Parsons et al. 2002).

Les expériences d’hybridation in situ permettent de détecter les ARNm et sont donc cruciales
pour déterminer quel(s) tissu(s) synthétise(nt) et secréte(nt) les différentes chaines de
Laminine. Pour visualiser la protéine, on dispose notamment d’un anticorps polyclonal
reconnaissant 1’isoforme 111, utilisé dans un grand nombre d’études chez le poisson-zebre
(par exemple, Dolez, Nicolas, et Hirsinger 2011). Récemment, des lignées transgéniques
permettant de visualiser des chaines de Laminine fusionnées a la GFP (Green Fluorescent
Protein, GFP) ont été construites. Ces protéines de fusion sont exprimées sous le contrdle de
leur propre promoteur, permettant d’obtenir des niveaux d’expression proches des niveaux
d’expression endogeénes. La lignée transgénique 7gBAC(lamCl:lamCI-sfGFP) créée par
I’équipe de H. Knaut (Fig.6) permet par exemple de visualiser 1’expression de la chaine y1
chez des embryons vivants ou fixés (Yamaguchi et al. 2022). Deux autres lignées rapportrices
de I’expression de la chaine al (Tg(lamal:lamal-sfGFP) et Tg(lamal:lamal-mKate2)) ont
¢té produites par I’équipe de C. Norden (Soans et al. 2022).
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TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP)

Figure 6 : Expression de la chaine p1 de la Laminine visualisée grice a la lignée transgénique

TgBAC(lamC1:lamCI-sfGFP) a 28 hpf (barre d’échelle 0,5 mm) (tirée de Yamaguchi et al. 2022).

1.2.3.b Expression de la Laminine dans le systéme nerveux

Presque toutes les sous-unités «, 3, ou y sont exprimées lors du développement neural mais
leur expression reste tissu-spécifique et dépend du stade de développement (Nirwane et Yao
2019; K. R. Long et Huttner 2019). Je donne ici quelques exemples. Dans le systéme nerveux
central (SNC), les Laminines sont détectées majoritairement dans les membranes basales
(Nirwane et Yao 2019). Chez la souris, I’isoforme 111 est exprimée dans tout le SNC lors du
développement embryonnaire et elle est détectée dans la plaque du plancher de la moelle
épiniere chez I’Homme. Les sous-unités a1, a3 et a5 sont largement exprimées dans le
cerveau en développement chez la souris, et les isoformes 111 et 511 sont les premiéres
isoformes a €tre exprimées durant I’embryogenese des mammiferes (Nirwane et Yao 2019).
Chez la souris encore, presque toutes les chaines sont exprimées durant la formation du tube
neural et les Laminines a2 et a4 sont détectées dans la zone ventriculaire du néocortex a E9.5
(K. R. Long et Huttner 2019). Dans le systéme olfactif des souris, I’isoforme 111, ainsi que
les sous-unité a2 et 52, sont présentes autour de la couche du nerf olfactif (Raabe, Yoshida, et
Schwarting 1997).

La Laminine est aussi produite et sécrétée par les astrocytes in vivo chez les souris adultes et

in vitro (Willis et Crocker 2016). La Laminine astrocytaire produite est déposée dans la MEC
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puis se fixe a la surface des cellules via des récepteurs transmembranaires (Willis et Crocker
2016). Les précurseurs des oligodendrocytes peuvent sécréter une faible quantité de Laminine
(Yang et al. 2005). Il a été démontré que les oligodendrocytes peuvent exprimer une variété
de chaines de la Laminine incluant a2, a4, a5, 1, 52, 53, 1 et y2 (Kim et al. 2014). On peut
donc supposer que les oligodendrocytes peuvent synthétiser de nombreuses isoformes de la
Laminine, méme si pour I’instant aucune étude n’a montré lesquelles (Nirwane et Yao 2019).
On pense également que la microglie peut synthétiser la plupart des isoformes de la Laminine
car elle exprime quatre chaines o (¢2-a4) (Nirwane et Yao 2019).

Chez le poisson-zebre, a des stades précoces (17 hpf), on retrouve exprimé dans le systéme
nerveux (je résume également ici leurs autres sites d’expression) les chaines al (vésicule
optique, notochorde, cerveau et moelle épiniére), a2 (téte, cellules adaxiales qui sont des
cellules adjacentes a la notochorde et deviendront des fibres musculaires), a4 (téte, cellules
adaxiales), 1 (téte, notochorde), 52 (té€te, cellules adaxiales), 521 (cerveau, moelle épiniére,
téte) et p1 (téte, cellules adaxiales, vésicule optique, notochorde). A partir de 24 hpf, toutes

les sous-unités sont exprimées dans le SNC (Tableau 1) (Sztal et al. 2011).

1.3 Autres composants des membranes basales

I.3.1 Le Collagéne IV

C’est principalement le Collagene IV qui participe a la formation des membranes basales. Je
présente ici quelques notions générales sur la structure, I’expression et la fonction des

différents types de Collagénes, en donnant des informations plus détaillées sur le Collagene

IV.

1.3.1.a Structure du Collagéne

Les Collagenes sont les protéines les plus abondantes chez les mammiferes (~30% de la
masse protéique totale). Ils sont composés de trois chaines o qui s’associent en homotrimeres
(ex: Collageéne II), ou en hétérotrimeres (ex: Collagéne IX) pour former les vingt-huit
membres de la superfamille des Collagénes (I — XXVIII), caractérisés par la présence d’au
moins une triple hélice (Fig.7) (Khoshnoodi et al. 2006; Gordon et Hahn 2010; S.
Ricard-Blum 2011). Cette triple hélice est stabilisée par la présence de séquences répétées de
peptides Gly-X-Y (M. A. Fox 2008). Il existe quarante-sept génes chez les mammiferes qui

codent pour les quarante-trois chaines a (M. A. Fox 2008). Les chaines a de Collagene ont
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une taille qui varie entre 662 et 3152 acides aminés (S. Ricard-Blum 2011; Gordon et Hahn

2010).

A al type a2 type
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Figure 7 : Organisation en triple hélice du Collagéne (exemple de différentes isoformes de Collagéne IV)

(adaptée de Wu et Ge 2019). Le domaine 7S, riche en résidus cystéine et lysine, sert a la formation du réseau

de Collagéne IV.

Les Collagenes sont des protéines multidomaines, ils possédent deux domaines non
collagéneux (NC) de taille, forme et séquence variable (Fig.7). Les domaines NC sont
positionnés coté C-terminal ou N-terminal et sont désignés respectivement C-NC ou N-NC
(Khoshnoodi et al. 2006). Ils participent a ’assemblage structural et conferent aux Collagenes
leurs activités biologiques. Ils sont répétés au sein d’'une méme chaine de Collagéne. On
trouve aussi des domaines Fibronectine III, Kunitz, thrombospondine-1 (présent dans les
Fibril-Associated Collagens with Interrupted Triple helices, FACIT) et von Willebrand, ces
derniers étant les plus abondants. Le domaine von Willebrand, qui participe aux interactions
protéine-protéine, est présent dans les Collagenes VI, VII, XUU, XIV, XX, XXI, XXII et
XXVIIL Le réle du domaine Kunitz qui est clivé durant la maturation des Collagénes VI et

VII n’est pas encore €lucidé (S. Ricard-Blum 2011).
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Il existe des liaisons covalentes intra-Collageénes, notamment les ponts disulfures pour les

Collagenes II1, IV, VI, VII et XVI (S. Ricard-Blum 2011).

1.3.1.b Les différents types de Collagénes

Le Collagéne fibrillaire :

Les Collagenes fibrillaires (I, II, III V, XI, XXIV et XXVII) sont les premiers a avoir €té
découverts, ils possedent un domaine triple hélice principal. D’autres collageénes d’aspect
fibrillaire ont été identifiés mais ils ont une interruption de leur domaine triple hélice, ce sont
les FACIT (IX, XII, XTIV, XVI, XIX, XX, XXI et XXII). En microscopie électronique, les
Collagenes fibrillaires forment des « tiges » de taille variable (Sylvie Ricard-Blum et
Ruggiero 2005; Gordon et Hahn 2010; S. Ricard-Blum 2011). Les FACIT ne forment pas de
fibrilles par eux-mémes mais sont associés a des Collagénes fibrillaires (Fig.8) (S.

Ricard-Blum 2011).

Fibrils Network (collagen V)

e
>

~
' A
J )
NGI‘I-CD”EQE‘HGUS domain
7 ¢

= Triple-helical domain (Gly-X-Y) Thrombospondin domain

Figure 8 : Organisation en fibrilles et en réseaux des Collagenes fibrillaires et des collagénes formant des

réseaux (exemple du Collagéne IV) (adaptée de S. Ricard-Blum 2011).

La formation du Collageéne fibrillaire n’a été que peu étudiée (sauf dans les tendons) et les
¢tapes initiales sont peu connues. Il existe deux hypotheses principales. Selon la premicre, ce
processus aurait lieu dans les compartiments extracellulaires ou des fibrilles intermédiaires
seraient assemblées avant de former des fibres matures (G. Zhang et al. 2005). La deuxiéme
hypothese statue que la fibrillogenese aurait lieu intracellulairement, les fibrilles seraient

ensuite adressées a la membrane plasmique (Canty et al. 2004).

36


https://www.zotero.org/google-docs/?EHKn3c
https://www.zotero.org/google-docs/?qcAa5K
https://www.zotero.org/google-docs/?qcAa5K
https://www.zotero.org/google-docs/?WXtFF9
https://www.zotero.org/google-docs/?WXtFF9
https://www.zotero.org/google-docs/?iiMXqD
https://www.zotero.org/google-docs/?e7UYT5
https://www.zotero.org/google-docs/?08jCyU

Le Collagéne membranaire :

Ce sous-groupe est composé des Collagenes XIII, XVII, XXIII et XXV, ce sont des
collagénes transmembranaires, avec leur partie N-terminale localisée en intracellulaire et
plusieurs domaines triple hélice localisés dans la MEC (Franzke, Bruckner, et

Bruckner-Tuderman 2005; Sylvie Ricard-Blum et Ruggiero 2005; Gordon et Hahn 2010).

Les multiplexines (Multiple Triple Helix Domains and Interruptions) :

Il s’agit des Collagénes XV et XVIII, des homotriméres contenant de nombreux domaines
triple hélice (Sylvie Ricard-Blum et Ruggiero 2005). Le Collagene XV est nécessaire pour
stabiliser les cellules musculaires squelettiques et le Collagéne XVIII joue un rdle critique
dans le fonctionnement et la mise en place de I'eeil ainsi que dans d’autres mécanismes

d'organogenese (Sylvie Ricard-Blum et Ruggiero 2005).

Les collagenes formant des réseaux :

On retrouve dans ce groupe les Collagenes VI, VIII, X et IV (Sylvie Ricard-Blum et
Ruggiero 2005; Gordon et Hahn 2010; S. Ricard-Blum 2011). Le Collagéne IV est aussi
connu sous le nom de « basement membrane Collagen » (Gordon et Hahn 2010). Le
Collageéne IV forme un réseau dans lequel quatre molécules s’assemblent via leur domaine
N-terminal pour former des tétrameres et deux molécules s’assemblent via leur domaine
C-terminal pour former des dimeres (Fig.8). C’est un des constituants majeurs des
membranes basales et il s’assemble a partir de six chaines homologues (a1-a6), chacune
caractérisée par un long domaine collagéneux (1400 résidus) possédant environ vingt petits
domaines NC. Les six chaines s’assemblent en trois protoméres hétérotrimériques différents
alala2, a3a4das, et aSaSab qui, par la suite, s’assemblent en trois réseaux distincts (Fig.7)

(Khoshnoodi et al. 2006; Khoshnoodi, Pedchenko, et Hudson 2008).

Chez le poisson-zebre, toutes les chaines de Collagéne IV sont exprimées dans 1'embryon

(Fig.9) (Carrara et al. 2019).
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Figure 9 : Expression de I’ARNm des six génes de Collagene IV chez le poisson-zebre (tirée de Carrara et al.

2019).

L.3.1.c Les récepteurs du Collagéne

Les molécules de Collagénes présentes dans la MEC participent aux interactions
cellules-MEC via différents récepteurs pour assurer des fonctions de croissance cellulaire, de
différenciation et de migration. On trouve notamment les Intégrines, des récepteurs sans
activité kinase que je décrirai plus tard dans une partie dédiée, car ce sont aussi des récepteurs
de la Laminine. Les Collagénes lient majoritairement les Intégrines possédant une sous-unité
pB1 combinée a un domaine «inséré» (I) contenu dans leur sous-unité a. On parle de domaine
intégrine A ou A (al, a2, 210 et a11) (Humphries, Byron, et Humphries 2006; Heino 2007;
Heino et al. 2009). Les Collagénes I - III se lient également aux récepteurs a domaine
discoidal DDR1 et DDR2 qui sont des récepteurs a activité tyrosine kinase (S. Ricard-Blum
2011; Heino et al. 2009). Les Collagénes se lient également a la Glycoprotéine VI (GPVI) de
la famille des récepteurs immunoglobuline-like et a LAIR-1 (Inhibitory Leukocyte-associated
Immunoglobulin-like Receptor-1). Les Collagenes fibrillaires et le Collagéne IV sont aussi
des ligands d’Endo180 (une protéine associée a I’activateur plasminogeéne de type urokinase)
de la famille des récepteurs macrophage-mannose, qui participe a I’internalisation du

Collagéne (Leitinger et Hohenester 2007; Heino et al. 2009). Plusieurs Collagénes (IV, VI,
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XVIII et XXV) se lient au peptide g amyloide dans le cerveau de patients Alzheimer tandis
que le collagene VI protége les neurones contre la toxicité A (J. S. Cheng et al. 2009).

1.3.1.d Réles du Collagéne

Les Collagenes fibrillaires jouent un rdle structural dans 1’architecture du milieu
extracellulaire, la forme des tissus et organes, et leurs propriétés mécaniques (résistance a la
traction notamment dans la peau) (S. Ricard-Blum 2011; Kadler 1995). Certains Collagenes
fibrillaires et autres, sont cruciaux pour ’intégrité tissulaire comme le Collagéne IX (dans le
cartilage) ou les Collagenes V et VII qui régulent I’adhésion derme-épiderme (Sweeney et al.
2010; S. Ricard-Blum 2011; Bonod-Bidaud et al. 2012). D’autres Collagenes, dont la
distribution tissulaire est restreinte, ont des fonctions biologiques spécifiques comme le
Collageéne X, exprimé dans le cartilage, qui joue un rdle dans I’ossification endochondrale
(Sweeney et al. 2010). De nouvelles fonctions ont été mises en évidence dans le
développement du systéme nerveux des vertébrés, comme le Collagene IV qui intervient a la
jonction neuromusculaire comme organiseur présynaptique (M. A. Fox et al. 2007; M. A. Fox
2008).

Chez le poisson-zeébre, le Collagéne XXVII joue un rdle dans la squelettogenese en assurant
la minéralisation des vertebres et la croissance axiale post-embryonnaire (Christiansen et al.
2009). La croissance des axones rétiniens termine dans une des quatre couches tectales
rétiniennes et, chez le mutant dragnet, muté pour le gene col4a5 (qui code pour la chaine a5
du Collagene 1V), les axones rétiniens n’atteignent pas leur cible. Leur croissance est
correcte, mais leur guidage est altéré (Xiao et Baier 2007; M. A. Fox 2008). Le collageéne IV
joue également probablement un role dans la mise en place des projections des cellules
granulaires du cervelet car chez un mutant co/4a6, les projections sont anormales (Takeuchi
et al. 2015). En utilisant un morpholino et un mutant spécifique de la chaine coll5alb,
I’équipe de F. Ruggiero a montré que celle-ci est nécessaire au guidage axonal des
motoneurones, et que son absence provoque des atrophies musculaires (Guillon, Bretaud, et
Ruggiero 2016). La chaine paralogue coll4ala est quant a elle nécessaire a la différenciation
de la notochorde, a I’intégrit¢ de la membrane basale et au développement des muscles (en
jouant un role dans la spécification de différents types de cellules musculaires et dans le
guidage des axones des motoneurones) (Pagnon-Minot et al. 2008). Cette méme équipe a
aussi ¢tudi¢ le collagene XXII avec un morpholino ciblant col22al, qui induit des
dystrophies musculaires caractérisées par une interruption de la jonction des tendons,

nécessaire aux fonctionnement correct des muscles (Charvet et al. 2013).
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1.3.2 Le Nidogene

1.3.2.a Structure du Nidogéne

Les Nidogenes sont des glycoprotéines monomériques qui possedent trois domaines
globulaires (G1-G3). G1 se situe a I’extrémité N-terminale de la protéine et est reli¢ au
domaine G2 par un segment flexible. Les domaines G2 et G3 sont reliés via un domaine “rod
like”. Les Nidogenes posseédent également des domaines EGF (Epidermal growth
Factor-like), un domaine thyroglobuline de type 1 (TY), un domaine de récepteur
lipoprotéique (LY), un module nidogen-like (NIDO) et un domaine G2F (Fig.10) (Ho et al.
2008). Il existe deux isoformes du Nidogene chez les vertébrés, le Nidogeéne-1 (ou
Entactine-1) (Rupert Timpl et al. 1983) et le Nidogeéne-2 (ou Entactine-2) (Kohfeldt et al.
1998). Chez les “invertébrés”, il n’y a qu’une seule isoforme, Nidogéne-1 (Zhou et al. 2022).
Chez les poissons-zebres, il y a quatre homologues du Nidogene, nidla, nidlb, nid2a et nid2b

(Fig.10) (Zhu et al. 2017; Carrara et al. 2019).

Nidla & Nidlb
NIDO —— nidG2 EGF —— TY —— LY —EGF-
83 174 339 566 576 738 753 827 878 1046 11201144

Nid2a

——— NIDO —— nidG2 EGF —— TY —— LY
113 278 474 697 710 828 839 1518 1569 1742

Nid2b

ndG2 ———— EGF —m8™ TY —— LY
| 115 127 246 259 404 455 628

Figure 10 : Structure des différents homologues du Nidogéne chez le poisson-zébre (tirée de Zhu et al. 2017).

Les domaines G1-G3 ne sont pas représentés sur le schéma.

Le Nidogene est produit par les cellules mésenchymateuses (Ho 2008) et les fibroblastes de la
peau in vitro puis sécrét¢ dans les membranes basales pendant le développement
(Fleischmajer et al. 1995). Chez le poisson-zebre, une étude récente suggere que nidlb et
nid2a seraient produits par les cellules de crétes neurales (Neural Crest Cells, NCC) présentes

dans la région de I'ceil (Bryan et al. 2020).
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1.3.2.b Expression du Nidogéne

Chez les souris, seul le Nidogeéne-1 est exprimé au tout début du développement (stade
morula) puis les deux isoformes ont une distribution similaire. Elles sont présentes dans les
trois couches dermiques (ectoderme, mésoderme et endoderme) (Zhou et al. 2022). Le
Nidogene-1 est fortement exprimé dans les myocytes cardiaques et squelettiques tandis que le
Nidogene-2 est trés exprimé dans les vaisseaux sanguins (Kohfeldt et al. 1998; Murshed et al.
2000).

Chez le poisson-zebre, des hybridations in situ montrent que nidla est exprimé dans les
somites (Carrara et al. 2019; Zhu et al. 2017; Bryan et al. 2020), nid2a dans la queue et nid2b
a une expression diffuse dans la téte (Bryan et al. 2020). Nidla, 1b et 2a sont exprimés dans
la téte et notamment dans la région de 1'eeil (par les cellules de la créte neurale (neural crest
cells, NCC) notamment, (Bryan et al. 2020) puis leur expression dans cette région disparait
autour de 56 hpf (Carrara et al. 2019). A 48 hpf, nidla est exprimé dans la partie postérieure
de la moelle épiniere (Fig.11) (Zhu et al. 2017).
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Figure 11 : Expression du Nidogéne chez le poisson-zebre visualisé par hybridation in situ (tirée de Carrara et

al. 2019).
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1.3.2.c Interactions du Nidogeéne avec les autres composants de la MEC

Les deux isoformes du Nidogeéne interagissent avec le domaine LE de la Laminine y via leur
domaine G3 (Kohfeldt et al. 1998; Salmivirta et al. 2002; P. D. Yurchenco 2011), mais seul le
Nidogene-1 se lie au Collagene IV et au Perlécan via son domaine G2 (Aumailley et al. 1993;
J. W. Fox et al. 1991; Poschl et al. 1996; Ries et al. 2001). Le Nidogene-2 peut également se
lier 2 un membre de la famille des Fibuline (des protéines de la MEC) chez la souris et le

poisson-zebre (J.-L. Zhang et al. 2022).

1.3.2.d Fonctions du Nidogéne

Les deux isoformes sont présentes dans toutes les membranes basales mais elles ne sont pas
nécessaires a sa formation, car la délétion de 1’'une ou 1’autre des isoformes chez la souris
n’engendre pas d’altérations majeures des membranes basales. Par contre, le Nidogene est
important pour la stabilisation de la membrane basale plus tardivement. Sa mutation cause
chez les souris mutantes des problémes de poumons et de cceur qui meénent a leur mort juste
aprés leur naissance (Zhou et al. 2022). Ces deux isoformes ont des roles compensatoires
(Murshed et al. 2000; Zhou et al. 2022) et jouent également un role dans la différenciation et
la régénération des tissus squelettiques musculaires chez les souris (pour revue voir Zhou et
al. 2022). Le Nidogene joue aussi un role dans la transmission synaptique (mis en évidence
par analyse de souris mutantes) (Ho et al. 2008).

Chez le poisson zebre, 'utilisation de deux morpholinos dirigés contre nidla et nidlb induit
des malformations de la rétine chez I’embryon, un retard de développement léger et une
diminution globale de Ia taille de ’embryon a 24 hpf. Des analyses d’imagerie /ive montrent
que les défauts induits par les morpholinos commencent a 20 hpf, ce qui indique que la
morphogenese de la rétine et le maintien de la coupe optique est affecté en absence de
Nidogéne (Carrara et al. 2019). Ces observations ont été confirmées par 1’expression
inductible d’un dominant négatif inductible de nid/a provoquant également des défauts de
morphogenese de la coupe optique (Bryan et al. 2020). Comme nidla et nidlb sont
spécifiquement exprimés par les NCC migrant autour de la coupe optique, ces défauts de
morphogenese de 1’ceil sont sans doute diis a des interactions entre cellules de créte neurale et

coupe optique (Bryan et al. 2020).
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1.3.3 Les protéoglycans

Les protéoglycans de la membrane basale sont des protéines “péricellulaires” sécrétées,
possédant des chalnes heparan sulfate (HS). Les protéoglycans de la membrane basale sont le
Perlécan, 1I’Agrine et le Collagéne XVII/XV (lozzo et Schaefer 2015). N’étant pas
primordiaux a la compréhension de mes travaux de these, je ne les présenterai que trés

succinctement.

1.3.3.a Le Perlécan

Le Perlécan est le protéoglycan le plus représenté dans les membranes basales. C’est une
protéine attachée a trois chaines HS et/ou a des chaines de chondroitine sulfate (Paulsson et
al. 1987; Pozzi, Yurchenco, et lozzo 2017; R. Timpl 1993). Cette protéine est composée de 5
domaines complexes. Le domaine I comporte notamment un module SEA (Sea Urchin Sperm
Protein Enterokinase and Agrin), et le domaine 11 des modules homologues aux récepteurs
LDL (Low Density Lipoprotein) et un motif Ig-Like. Le domaine V ou endorepelline, contient
trois motifs LG (Fig.12) (Iozzo et Schaefer 2015).

Chez le poisson-zebre on trouve un géne qui code pour le Perlécan (Zoeller et al. 2008).
L’expression du Perlécan dans I’embryon de poisson-zebre a été identifiée par hybridation in
situ dans la téte, les yeux et les somites (Zoeller et al. 2008; Carrara et al. 2019). A 24 hpf,
une faible expression est détectée dans la fissure optique et la rétine en développement
(Carrara et al. 2019) mais il est fortement exprimé le long des myotomes (Zoeller et al. 2008).

A 48 hpf, il est exprimé dans la fissure optique et autour de la lentille (Carrara et al. 2019).

Le Perlécan se lie au Nidogene, a la sous-unité o du Dystroglycan (un récepteur de la
Laminine, voir plus loin) et au Collagene IV (Pozzi, Yurchenco, et lozzo 2017). Il a un rdle
de modulateur des adhésions cellulaires, et est important pour la prolifération et la
signalisation des facteurs de croissance (Smith et al. 2007; lozzo et Schaefer 2015; Pozzi,
Yurchenco, et lozzo 2017). Chez le poisson-zebre, 1’étude de morphants a montré
I’implication du Perlécan dans le développement des muscles et des vaisseaux
intersegmentaux (Zoeller et al. 2008). Il participe a la régulation de 1’angiogenése en
modulant un facteur de croissance vasculaire (Zoeller, Whitelock, et lozzo 2009). Une équipe
propose également un role dans la différenciation des NCC (Castellanos, Reyes-Nava, et
Quintana 2021). Par contre, il n'est pas essentiel a la formation des membrane basales

(Zoeller et al. 2008).
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Dans le systeme olfactif des souris dont la structure sera décrite plus tard dans le texte, le
Perlécan est présent autour de 1’épithélium olfactif, de la lamina propria, ainsi qu’autour des
faisceaux d’axones présents dans la lamina propria. Entre 1'épithélium olfactif et le bulbe
olfactif, le marquage Perlécan n’est pas présent autour de tous les faisceaux d’axones. En
revanche, il est présent aux points d’entrée des axones olfactifs dans le bulbe olfactif. Son
marquage coincide avec celui des cellules engainantes, dont le rdle sera décrit plus tard dans

le texte (Shay, Greer, et Treloar 2008).

Perlecan

Endorepellin

() Endostatin

N-terminal o Interrupted triple—helicall\ C terminal
(NC1)

@ N-acetylglucosamine () Glucuronic Acid @0@0®@~ Heparan Sulfate Chain O Sea Urchin Sperm Protein, Enterckinase and Agrin

<> LDL Receptor Class A Repeat Q1 1gG [] EGF-Like () Laminin G-Like . N-terminal Agrin ) Follistatin [ S/T Rich

* Frizzled °Thrombospondin-Like 1 D Collagenous Domain - Trimerization Domain (O Endostatin

Figure 12 : Structure des trois protéoglycans faisant partie des membranes basales, le Perlécan, I’ Agrine et le
Collagéne XVIII (et XV, non représenté ici mais ayant une structure similaire) (tirée de lozzo et Schaefer
2015).

1.3.3.b L’Agrine

Les Agrines sont également des HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycan) avec un domaine

N-terminal NtA et un domaine C-terminal composé de trois domaines LG espacés par des
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domaines EGF-like. Elles possédent également un domaine SEA comme le Perlécan (Fig.12)
(Iozzo et Schaefer 2015; Pozzi, Yurchenco, et lozzo 2017). Elles sont présentes uniquement
dans les membranes basales des vertébrés et peuvent étre sécrétées ou transmembranaires
(McCarthy 2015).

L’Agrine se lie fortement a la sous-unité o du Dystroglycan via ses domaines LG (P. D.
Yurchenco 2011; Pozzi, Yurchenco, et lozzo 2017) et elle interagit avec la sous-unité y de la
Laminine via son domaine NtA (Pozzi, Yurchenco, et lozzo 2017). L’ Agrine est cruciale pour
le fonctionnement de la jonction neuromusculaire et des mutations de 1’Agrine provoquent

des défauts de synaptogenese et de transmission synaptique neuromusculaires (pour revue

voir Swenarchuk 2019).

1.3.2.c Le Collagéne XVIII/XV

Comme décrit précédemment, ces Collagenes font partie de la famille des multiplexines (S.
Ricard-Blum 2011). Le Collagene XVIII/XV est un homotrimere qui se lie avec la Laminine,
le Collagene 1V, le Nidogene et le Perlécan (Iozzo et Schaefer 2015). Il a un réle important

dans la stabilisation des membranes basales (Iozzo et Schaefer 2015).

1.4 Les récepteurs de la Laminine

La Laminine, via ses interactions avec ses récepteurs situés a la surface des cellules
environnantes, est impliquée dans la régulation de nombreuses voies de signalisation
cellulaires (Nirwane et Yao 2019). Les récepteurs de la Laminine sont transmembranaires et
font le lien entre la MEC et les composants intracellulaires, notamment le cytosquelette et des
acteurs de diverses cascades de transduction des signaux (Vecino et Kwok 2016). Ces
récepteurs se répartissent en deux catégories, les Intégrines, et les autres récepteurs
comprenant le Dystroglycan, le Syndecan, et d’autres glycoprotéines (Durbeej 2010; Nirwane
et Yao 2019). Les domaines LG de la partie C-terminale de la Laminine permettent la liaison

a ces récepteurs (Nirwane et Yao 2019).

1.4.1 Les Intégrines

Les Intégrines reconnaissent principalement les ligands présents dans la MEC ou a la surface
des cellules méme si quelques ligands solubles ont été identifiés (Takada, Ye, et Simon 2007,
20) (Hynes 2002). 1l s’agit des principaux récepteurs permettant I’attachement de la MEC

avec les cellules et la mise en place d’un lien fonctionnel avec les constituants intracellulaires
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en agissant directement sur le cytosquelette (Vecino et Kwok 2016; Walma et Yamada 2020).
Les Intégrines interviennent dans de nombreuses voies de signalisation intracellulaire
impliquées dans une diversit¢ de fonctions comme la motilité¢ cellulaire, la survie, la

prolifération ou la différenciation cellulaire (Cheah et Andrews 2018).

1.4.1.a Structure des Intégrines

Les Intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques composés d’une
chaine a et d’une chaine  (Fig.13) (Vecino et Kwok 2016; Nirwane et Yao 2019). Pour le
moment, dix-huit chaines a et huit chaines § sont connues, et vingt-cinq hétérodiméres a3 ont
¢té identifiés chez les mammiferes (Vecino et Kwok 2016; Nirwane et Yao 2019; Campbell et
Humphries 2011). Chez le poisson-zebre, quatorze chaines (quatre a, neuf § et une chaine
p-like) ont été identifiées (Tableau 2) (Takada, Ye, et Simon 2007). Les deux séquences a et 3
ne présentent pas d’homologie entre elles et la diversité des chaines a et 8 est issue de la
duplication d’un géne ancestral (Takada, Ye, et Simon 2007). Des analyses génomiques
menées sur 24 especes “d’invertébrés” et de vertébrés ont montré que la structure des

Intégrines a et § était hautement conservée (Takada, Ye, et Simon 2007).
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leg 3 @
™ ™ Figure 13 : Structure des Intégrines
CY’[O , C')ﬂﬂ' (tirce de Luo, Carman, et Springer
C C 2007).
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Symbol Gene name | Synonyms
| itgaZb allb Platelet glycoprotein IIb of lib/llla complex, antigen CD41B
itgas ad fe02h07, sb:cb665, wu:fe02h07
itgall all
itgav aV vitronectin receptor, «
itgb1a pla itgb1
itgb1b p1b cb810, itgb1
| itgb1b.1 p1b.1 itgb1
itgb1b.2 p1b.2 MGC85632; zgc:85632
itgb3.1 p3.1
| itgb3.2 p3.2
itgb4 [+4 f103d06, wu:fl03d06
itgbS p5 fi30h12, wu:fi30h12
| itgb8 [8
| zge: 112304 | p-like 1

Tableau 2 : Les génes des Intégrines présents dans le génome du poisson-zébre (tiré de Takada, Ye, et Simon
2007).

Les deux sous-unités a et § sont des glycoprotéines transmembranaires comprenant un grand
domaine extracellulaire, un domaine transmembranaire unique (TM) et, a I’exception de 4,
un petit domaine cytoplasmique (Cyto) (Fig.13) (B.-H. Luo, Carman, et Springer 2007,
Mezu-Ndubuisi et Maheshwari 2021). La moiti¢ des sous-unités « posséde un domaine
d’insertion (ou d’interaction, domaine I ou A), qui agit en tant que domaine de liaison
principal aux ligands (Fig.13) (B.-H. Luo, Carman, et Springer 2007). Ce domaine I peut étre
présent sous forme ouverte (active) ou fermée (inactive) (Takada, Ye, et Simon 2007; B.-H.
Luo, Carman, et Springer 2007). Il est inséré dans la partie N-terminale de la sous-unité o
(appelé hélice B,  propeller) (Fig.13). Chez les dimeres dont la sous-unité @ ne posséde pas
de domaine I, c’est la sous-unité § qui est responsable de la liaison au ligand via son domaine
I (homologue au domaine I parfois présent sur les sous-unités «). Ce domaine § I est
¢galement responsable de la formation de I’interface avec I’hélice § du dimere « (Fig.13)

(B.-H. Luo, Carman, et Springer 2007).

1.4.1.b Signalisation et activation

La liaison de la MEC aux Intégrines est régulée par la conformation des Intégrines qui
elle-méme est déterminée par 1’activité intracellulaire (signalisation inside-out). Suite a leur
liaison a la MEC, les Intégrines peuvent également changer de conformation et ainsi

permettre une signalisation outside-in (Vecino et Kwok 2016). L’information peut donc étre
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véhiculée dans les deux directions : outside-in (de la MEC vers ’intérieur des cellules) et

inside-out (des cellules vers la MEC) (Vecino et Kwok 2016; Nirwane et Yao 2019).

Les intégrines existent sous forme inactive ou active. En réponse a des stimuli intracellulaires
ou extracellulaires, les Intégrines sous forme inactive vont allonger leurs domaines
extracellulaires et ¢€loigner leurs domaines cytoplasmiques respectifs et passer en forme
active (Fig.14). Lorsqu’elles sont sous forme inactive, les Intégrines ont une affinité de
liaison faible ce qui inhibe la liaison a leurs ligands et la transduction de signaux. Une fois
activée, les Intégrines adoptent une conformation ouverte ce qui augmente leur affinité pour
leurs ligands et la transduction de signaux. Lors de la signalisation inside-out, la taline ou la
kindline sépare les domaines cytoplasmiques en se liant a la sous-unité S, et d’autres
activateurs vont activer les domaines de liaison des Intégrines situés en N-terminale. Lors de
la signalisation outside-in, c’est la liaison d’un ligand extracellulaire qui induit la séparation
des domaines cytoplasmiques permettant les interactions avec le cytosquelette de la cellule

(Cheah et Andrews 2018; Mezu-Ndubuisi et Maheshwari 2021).
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Figure 14 : Schéma des conformations inactive (gauche) et active (droite) des Intégrines ainsi que certaines

voies de signalisation impliquées (tirée de Cheah et Andrews 2018).

1.4.1.c Expression des Intégrines

\

Chez les mammiféres, certaines Intégrines ont une expression restreinte a un seul type
cellulaire comme 64 dans les kératinocytes ou a4f1 dans les leucocytes, tandis que
d’autres sont exprimées plus largement comme aV33 que I’on retrouve dans les endothéliums
(Takada, Ye, et Simon 2007).

Une grande variété d’intégrines est présente dans le cerveau en développement (Nirwane et

Yao 2019). Dans le SNC des vertébrés, au moins quatorze dimeres sont présents (e 151, a231,
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a3pl, adpl, a5p1, a6pl, a7p1, a8p1, a9p1, aVE1, aVp3, aVpo6, aVps, a6p4) (X. Wu et
Reddy 2012). Elles y sont distribuées de maniere ubiquitaire avec une expression accrue dans

les cones de croissance des axones (X. Wu et Reddy 2012).

Chez les poissons-zebres, 1’expression des genes fla, 1b, S1b.1 et f1b.2 a été étudiée par
hybridation in situ. L’ARNm de I'intégrine la a une expression maternelle faible, dans
I’épiderme aux stades précoces (12 hpf), dans I’aorte dorsale a partir de 22 hpf, dans la
notochorde et la vésicule auditive a partir de 36 hpf. ’ARNm de la chaine f1b a une forte
expression maternelle. A 12 hpf, il est présent dans les somites et dans la queue puis dans les
myotomes a 24 hpf. A 36 hpf cette chaine est aussi présente dans la vésicule auditive, dans
I’épiderme des nageoires, I’aorte dorsale et la notochorde. A 48 hpf, elle est détectable dans
I’épiderme et a 86 hpf, dans les arcs branchiaux. La chaine S1b.1 est présente maternellement
a 12 hpf dans I’épiderme de tout I’embryon puis a 22 et 36 hpf dans les ouvertures
urogénitales et la notochorde. A 72 hpf, elle est détectable dans les arcs pharyngés et
I’épithélium intestinal. L’ARNm de $1b.2 n’est pas exprimé maternellement. I1 est détectable
a partir de 12 hpf, a bas niveau d’expression dans 1’épiderme, a 36 hpf dans la notochorde et
les ouvertures urogénitales, puis a 48 hpf dans la vésicule auditive, les arcs branchiaux et
I’épiderme intestinal (X. Wang, Li, et Liu 2014).

La chaine oV est présente maternellement, dans le mésoderme et la notochorde a 10 hpf, dans
le cerveau antérieur et le myocarde a 24 hpf, puis dans I’ectoderme apical a 60 hpf et enfin
dans le cerveau a 72 hpf. Les chaines 3.1 et 3.2 n’ont pas d’expression maternelle mais
sont détectées dans le cerveau a 24 hpf et dans le myocarde pour 3.1. A 60 hpf, 3.1 est
exprimé dans 1’ectoderme apical et 33.2 est présent dans les nageoires pectorales (Ablooglu
et al. 2007).

Récemment, le laboratoire de M. Bagnat a incorporé un tag GFP dans la protéine endogene
intégrine S1b, ce qui permet de visualiser I’expression endogene de cette chaine d’intégrine

(Levic et al. 2021).

1.4.1.d Les ligands des Intégrines

Le motif de liaison reconnu par les intégrines le plus connu est la séquence
arginine-glycine-acide aspartique (RGD) de la fibronectine (Hohenester 2019). Certaines
Intégrines peuvent également reconnaitre d’autres motifs spécifiques présents sur d’autres

ligands (Takada, Ye, et Simon 2007).
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Les diméres d’intégrines ont des affinités différentes pour les composants de la MEC et
chaque dimere a des propriétés et fonctions qui lui sont propres (Vecino et Kwok 2016). C’est
la sous-unit¢ a qui est responsable de la spécificit¢ de liaison du ligand tandis que la
sous-unité 8 détermine la nature des signaux cellulaires activés (X. Wu et Reddy 2012). Par
contre, il est également connu qu’un méme dimeére n’a pas forcément les mémes ligands et
donc le méme role en fonction du type cellulaire dans lequel il se trouve (Vecino et Kwok
2016). Il a été montré qu’un hétérodimere peut souvent se lier a plus d’un ligand et vice-versa
(X. Wu et Reddy 2012). Les Intégrines ont également des interactions fonctionnelles avec des
récepteurs membranaires comme des canaux ioniques et des récepteurs de facteurs de

croissance (X. Wu et Reddy 2012).

La plupart des Intégrines se lient aux domaines LG1-3 de la sous-unit¢ a des Laminines
(Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012; Durbeej 2010; Hohenester et Yurchenco 2013)
méme si certaines peuvent également se lier aux domaines LN de la sous-unité a. Sont
¢galement impliquées dans la liaison aux intégrines les parties C-terminales des chaines
Laminine g1, 2, y1 et y2 (Durbeej 2010) qui ont des affinités diftérentes pour différentes
Intégrines. Par exemple, les Laminines possédant la chaine 52 ont de plus fortes affinités pour

les intégrines a3f1 et 781 (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012).

Ma thése portant sur le role de la Laminine au cours du développement, un des ligands
principaux des intégrines, je vais maintenant m’intéresser aux intégrines liant les différentes
isoformes de la Laminine. Les dimeéres liant la Laminine sont notamment o252, a3f31, a6f1,
a6p4, et a7p1, 21081 et aV3 (Durbeej 2010; Hohenester 2019; Nirwane et Yao 2019). Les
intégrines a3p1, a6f1, et o751 sont particulierement importantes pour I’ancrage des
domaines LG de la Laminine au cytosquelette d’actine (Hohenester et Yurchenco 2013). On
retrouve également dans certains contextes des liaisons de la Laminine avec d’autres
Intégrines comme a1p81, a2f1 ou aVp8 dans le SNC (X. Wu et Reddy 2012). En terme
d’affinité, les Laminines 511 et 521 ont une forte affinité pour I’intégrine a6f1, la laminine
3A32 pour I’'intégrine a6p4, les laminines 211 et 221 pour I’intégrine @71 et la laminine 111

pour ’intégrine 751 (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012).

1.4.1.e Fonctions des Intégrines

Comme décrit plus haut, les Intégrines sont impliquées dans une variété de processus

cellulaires. La littérature décrivant ces fonctions des intégrines étant trés vaste, je ne citerai
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ici que quelques exemples d’expériences fonctionnelles ayant mis en évidence certaines de
ces fonctions. L’expression d’une forme constitutivement active de ’intégrine 1 dans le
neuroépithélium de poulet stimule la neurogenése de manic¢re non autonome (K. Long et al.
2016). L’intégrine a6 est présente dans les cellules engainantes du systéme olfactif de la
souris, autour du nerf olfactif et dans le bulbe olfactif. Chez des souris présentant une
mutation dans la chaine a6, le bulbe olfactif est plus petit, ce qui suggére que 1’Intégrine a6
joue un réle dans le développement du systéme olfactif (Whitley et al. 2005).

Chez le poisson-zebre, les mutants pour I’Intégrine f1b ont un axe plus court avec une queue
rétrécie, un cedéme cardiaque a 72 hpf, et ils meurent apres une semaine de développement.
Chez ces mutants, le réseau vasculaire ne se forme pas correctement. Ces résultats ont été
confirmés par ['utilisation d’une version dominante négative de 1’Intégrine B1, ce qui
renforce I’idée que I’Intégrine 1 est importante pour la formation des vaisseaux sanguins
(Iida et al. 2018). Toujours chez le poisson-zebre, une autre équipe a perturbé la fonction des
Intégrines en utilisant des antagonistes (le peptide RGD et 1’échistatine). Ces antagonistes
perturbent la croissance et la navigation des axones moteurs primaires, ce qui suggere un role
des Intégrines dans la croissance et la navigation de ces axones (Becker, McLane, et Becker

2003).

1.4.2 Le Dystroglycan

Le Dystroglycan est le récepteur non-intégrine de la Laminine le plus étudié. II est présent

notamment a la surface des cellules musculaires et des cellules nerveuses (Hohenester 2019).

1.4.2.a Structure du Dystroglycan

C’est un récepteur transmembranaire hétérodimérique composé d’une sous-unité «
extracellulaire et d’une sous-unité [ transmembranaire (Fig.15). Les deux sous-unités
dérivent du géne DAGI, qui est hautement conservé chez les “invertébrés” et les vertébrés, et
dont le produit est clivé par protéolyse aprés la traduction (Hohenester et Yurchenco 2013;
Barresi et Campbell 2006; Nickolls et Bonnemann 2018; Bello et al. 2015). Les deux
sous-unités font 1’objet de nombreuses modifications post-traductionnelles incluant une
glycosylation (ajout d’un carbohydrate par des enzymes) induisant une flexure de la protéine
ou sa liaison a d’autres protéines (Chris J. Moore et Winder 2012; Nickolls et Bonnemann
2018), et des phosphorylations. La glycosylation de la sous-unité a extracellulaire est critique
pour les interactions du Dystroglycan avec la Laminine et ses autres ligands comprenant des

domaines LG (Chris J. Moore et Winder 2012; Bello et al. 2015), car les Laminines lient un
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polysaccharide acide-xylose glucuronique, le matriglycan, qui est fixé au «a-DG
(a-Dystroglycan) (Fig.15) (Hohenester et Yurchenco 2013; Nickolls et Bénnemann 2018;
Hohenester 2019). En effet, des mutations perte de fonction des enzymes glycosyltransférases
provoquent une hypo-glycosylation de I’a-DG et une baisse de son affinité pour ses ligands
extracellulaires (Nickolls et Bonnemann 2018). La phosphorylation du domaine
cytoplasmique de la sous-unité g module son association avec le cytosquelette et les autres
interacteurs intracellulaires (Chris J. Moore et Winder 2012). La phosphorylation du a-DG
est aussi requise pour sa liaison a la Laminine (Yoshida-Moriguchi et al. 2010). La
surexpression d’une protéine mutée au niveau du site de clivage entre les chaines a et
inhibe ces modifications post-traductionnelles et conduit a des dystrophies musculaires chez

des souris (Barresi et Campbell 2006).

L’a-DG se lie au domaine LG4 d’un certain nombre de chaines a de la Laminine
(Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012; Hohenester et Yurchenco 2013; Nirwane et Yao
2019; Hohenester 2019). La sous-unité¢ § du Dystroglycan (5-DG) est impliquée dans la
transduction des signaux a I’intérieur et vers ’extérieur des cellules (Nirwane et Yao 2019).
La sous-unit¢ B-DG s’associe avec la dystrophine/utrophine intracellulaire formant le
complexe DGC (Dystrophin Glycoprotein Complex) (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason
2012; Hohenester et Yurchenco 2013). Ce complexe se lie aux filaments d’actine (actine-F)
(Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012). Le Dystroglycan est donc primordial pour
I’ancrage des domaines LG de la Laminine au cytosquelette d’actine et plus largement pour la
liaison entre la MEC et le cytosquelette (Domogatskaya, Rodin, et Tryggvason 2012;
Hohenester et Yurchenco 2013).
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1.4.2.b Expression du Dystroglycan

Le Dystroglycan est fortement exprimé dans les tissus en développement (Barresi et
Campbell 2006). Dans le SNC embryonnaire et adulte, le Dystroglycan est détecté au niveau
des synapses et des micro-vascularisations cérébrales (Nirwane et Yao 2019). On le trouve
¢galement a la surface des pieds astrocytaires (sites d’interaction des astrocytes avec les
vaisseaux sanguins), des neurones et des oligodendrocytes (Nirwane et Yao 2019).
L’expression du Dystroglycan par les cellules endothéliales n’est pas encore certaine. D’une
part, il est absent dans les cellules endothéliales vasculaires du cerveau, mais d’autre part, son
expression a été observée dans des cultures de cellules endothéliales, et dans des cellules
endothéliales issues de vaisseaux sanguins de cerveaux humains (pour revue voir (Nirwane et
Yao 2019).

Chez le poisson-zebre, I’ARNm maternel du Dystroglycan est détecté au stade 128 cellules
de maniére ubiquitaire, avant le début de la transcription zygotique. A partir de 10 hpf, les
transcrits sont présents dans les cellules adaxiales, le tube neural en développement, le

mésoderme, la notochorde et I’hypochorde (Parsons, Campos, et al. 2002).
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1.4.2.c Fonctions du Dystroglycan

Chez les souris, une mutation perte-de-fonction du geéne Dagl provoque une létalité
embryonnaire causée par des perturbations fonctionnelles et structurales d’une membrane
basale (la membrane de Reichter) qui se forme précocement chez I’embryon murin entre
I’endoderme pariétal et le trophectoderme (Williamson et al. 1997). Par contre, d’autres
membranes basales localisées dans d’autres régions chez la souris persistent chez les mutants
Dagl, ce qui va a ’encontre de I’hypothése selon laquelle le Dystroglycan serait, de fagon
générale, essentiel a 1’assemblage des membranes basales (Henry et Campbell 1998;

Williamson et al. 1997).

La liaison Laminine-Dystroglycan est essentielle pour les fonctions musculaires. Des
mutations du Dystroglycan causent des dystroglycanopathies, un groupe de dystrophies
musculaires (Hohenester 2019). Le Dystroglycan est également impliqué dans toute une série
de processus développementaux chez la souris : il participe a la structuration du SNC, a la
my¢linisation, a la morphogenese des épithéliums, a I’adhésion cellulaire et a la signalisation
cellulaire (Nickolls et Bonnemann 2018; Barresi et Campbell 2006). Le Dystroglycan aurait
¢galement un rdéle important dans la synaptogenése et 1’intégrité vasculaire (Nirwane et Yao
2019), ainsi que dans la navigation des axones puisque des expériences menées chez
C.elegans ont montré qu’une mutation de DAGI provoque des défauts de guidage axonal des
motoneurones (Johnson, Kang, et Kramer 2006). Une étude menée par Wright et al. en 2012
chez la souris a par ailleurs montré que le Dystroglycan est nécessaire a 1’intégrité des
membranes basales le long de la moelle épiniére, ou migrent les faisceaux axonaux
commissuraux en développement. Il permet donc le maintien d’un environnement de
migration permissif pour certains axones. Cette étude montre enfin que le Dystroglycan se lie
directement au domaine Laminin LG de la protéine S/it qui, avec son récepteur Robo, fait
partie des molécules de guidage axonal. Le Dystroglycan, organisant ainsi la distribution de
Slit in vivo dans la membrane basale et le plancher de la moelle épiniére, joue un role critique

dans le guidage d’une population d’axones (Wright et al. 2012).

1.4.3 Autres récepteurs de la Laminine

Il existe d’autres récepteurs de la Laminine, qui sont moins étudiés dans la littérature et dont

je ne parlerai que treés brievement. Il s’agit du Syndécan et de la molécule d’adhésion
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cellulaire du mélanome (ou CD146). Ces récepteurs non-intégrine se lient majoritairement

aux domaines LG4-5 de la Laminine (Nirwane et Yao 2019).

1.4.3.a Les Syndécans

Les syndecans sont des HSPG transmembranaires (Arrington et Yost 2009). Il existe quatre
membres de cette famille chez les vertébrés : Syndecan-1, -2, -3 et -4. Les Syndécans
possedent un ectodomaine, une région transmembranaire et un domaine intracellulaire (Iozzo
et Schaefer 2015). La plupart des types cellulaires expriment au moins un membre de cette
famille (Morgan, Humphries, et Bass 2007). Le Syndecan-3 est présent dans les tissus
neuronaux et est largement exprimé pendant le développement chez les vertébrés (Xian,
Gopal, et Couchman 2010). Les Syndecans peuvent interagir avec la Laminine via ses
domaines LG4-5 qui interagissent avec la chaine HS des Syndecans (Xian, Gopal, et
Couchman 2010). C’est une propriété conservée au sein des 5 Laminines a chez les vertébrés
qui peuvent lier le Syndecan-1, -2 et -4 mais aucune étude ne s’est intéressée au Syndecan-3

pour I’instant.

Avec une version tronquée de Syndecan-2 injectée dans des cellules ovariennes de hamster,
I’assemblage de la Laminine en matrice ne se fait plus correctement (Klass, Couchman, et
Woods 2000). Des mutations perte de fonction de Syndecan-3 chez la souris provoquent des
déficits neuronaux ainsi que des défauts de migration neuronale, notamment au niveau des
cellules du cerveau antérieur (Hienola et al. 2006).

Chez le poisson-zeébre, des malformations cardiaques surviennent aprés 1’utilisation d’un
morpholino ciblant Syndecan-2 (Arrington et Yost 2009). Une étude a aussi montré que le
Syndecan-4 régule la prolifération de cellules neuro-épithéliales lors du développement (N.
Luo et al. 2016). La mutation du Syndecan-4 entraine une augmentation de la prolifération

alors que sa surexpression entraine une réduction de la prolifération (N. Luo et al. 2016).

1.4.3.b Le CD146

Il s’agit d’une protéine membranaire ayant deux isoformes, une forme longue et une forme
courte, classées selon la longueur de leur queue cytoplasmique. Cette protéine est présente
dans la plupart des types cellulaires et peut se lier aux isoformes 411 et 421 de la Laminine in
vitro et in vivo chez la souris (Z. Wang et al. 2020). Chez le poisson-ze¢bre, aucun rdle de

CD146 en lien avec les membranes basales n’a €été¢ mis en évidence pour I’instant.
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1.5 Roles de la Laminine

Le premier role attribué¢ a la Laminine date de sa découverte, en 1979 (R. Timpl et al. 1979).
Il a alors été proposé que cette glycoprotéine participait, au méme titre que le Collagene, a
I’organisation structurale des lames basales ou membranes basales. Depuis cette époque, et
avec la découverte de récepteurs de la Laminine ayant diverses activités biologiques, d’autres
fonctions de la Laminine ont été identifiées, dans des processus variés comme la
morphogenese tissulaire, la différenciation cellulaire, la polarisation cellulaire, la migration

cellulaire, la croissance et la navigation axonale.

1.5.1 Formation des membranes basales

Dans les membranes basales, la Laminine se lie au Nidogene-1 qui se lie au Collageéne I'V. En
présence de mutations dans la chaine y1 de la Laminine par remplacement d’acides aminés
(N802S), il y a une perte de la liaison au Nidogene-1 (Pdschl et al. 1996). De nombreuses
¢tudes ont montré que la Laminine est essentielle pour I’assemblage des membranes basales.
Par exemple, autour des cellules de Schwann en culture et en présence de différentes formes
mutées (McKee et al. 2007) extracellulaires des isoformes a1, 51 et y1 de la Laminine, on ne
détecte pas ou beaucoup moins de Laminine 111, de Nidogene-1 ou de Collagéne IV en
immunofluorescence alors que c’est le cas lorsque les cultures se font en présence de
Laminine sauvage. Cela implique que la Laminine 111 s’accumule autour des cellules de
Schwann en culture avant que le Nidogene-1 et le Collagéne IV s’incorporent dans la
membrane basale. La Laminine 111 est donc le premier acteur de 1’assemblage des
membranes basales dans ce contexte (McKee et al. 2007). D’autres auteurs ont analysé la
formation de la MEC chez des embryons de souris et des corps embryonnaires in vitro dans
un mutant pour la chaine p1 de la Laminine, et ont observé qu’il n’y avait plus

d’accumulation de collagéne IV dans les tissus (Smyth et al. 1999).

Il existe trois mutants principaux régulierement utilisés dans la littérature en vue d’identifier
les fonctions de la Laminine chez le poisson-zebre. Il s’agit des mutants bashful (bal, muté
pour la chaine al), grumpy (gup, muté pour la chaine 1) et sleepy (sly, muté pour la chaine
v1). Pour chaque gene/locus, il existe différents types de mutations (insertion, délétion,
mutation ponctuelle, etc) qui seront précisées plus tard dans ce texte. De maniére générale,
les mutants pour la Laminine ont une durée de vie plus courte que les poissons-zebres

sauvages, une résultante de tous les défauts que je présenterai plus tard dans le texte.
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Par microscopie électronique, il a été montré que chez les mutants siy™¢/ sly™ et gup™?®,

trois mutants obtenus chez le poisson-zebre avec le mutagene N-ethyl-N-nitrosourea (ENU)
(Stemple et al. 1996), la membrane basale est fortement désorganisée et parfois absente
autour de la notochorde (Parsons, Pollard, et al. 2002), ce qui la aussi montre que la Laminine
est une protéine indispensable a la formation des membranes basales, au moins dans certains

tissus.

1.5.2 Morphogenése tissulaire et migration cellulaire

En lien avec son rdle crucial dans la formation des membranes basales, la Laminine controle

certaines étapes de la morphogenése tissulaire, et je détaillerai ici quelques exemples.

La Laminine est importante pour la formation de la frontiére entre le mésencéphale et le
rhombencéphale (Midbrain Hindbrain Boundary, MHB) chez le poisson-zebre, qui apparait
comme un pli dans le neuroépithélium au stade 17 hpf. Les cellules de la zone de la MHB se
raccourcissent selon I’axe apico-basal, ce qui participe a la formation du pli. Dans des
expériences d’imagerie /ive sur les mutants ba/""’ (mutation ponctuelle - (Paulus et Halloran
2006)), gup"''*™¢ (insertion virale dans I’intron 1 (Amsterdam et al. 2004)), siy"* (Stemple
et al. 1996), une équipe a récemment montré que 1’angle du pli de la MHB est plus grand
chez les trois mutants et qu’il n’y a pas de raccourcissement apico-basal des cellules du
neuroépithélium. Ces résultats montrent que la Laminine 111 est essentielle a la

morphogenese de la MHB (Falat, Voit, et Gutzman 2022).

La Laminine régule également le développement des vaisseaux sanguins qui apparaissent
entre les somites chez le poisson-zeébre (Intersegmental Blood Vessel, ISV). Des
immunohistochimies avec un anticorps polyclonal reconnaissant la Laminine 1 montre sa
présence le long de la voie de migration des ISV. Mis a part chez le mutant ba/™*° (ayant
¢galement des mutations ponctuelles induites par le mutagene ENU engendrant un codon stop

(Schier et al. 1996)) qui forme ces vaisseaux sanguins normalement (Pollard et al. 2006), les

m189 m86 m466
, S

mutants Laminine gup et sly™ présentent un phénotype sévere de formation de

ly
ces vaisseaux, visualisés par hybridation in situ pour fli-1, un marqueur des progéniteurs des
vaisseaux (Parsons, Pollard, et al. 2002).

Avec le morpholino dirigé contre la Laminine a4 ou le mutant ba/™"°, il y a une expression
normale de fli-/. Par contre, dans le cas d’une double perte de fonction, il n’y a plus

d’expression de f/i-1 au niveau des jonctions entre somites, ou celle-ci est fortement retardée.
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Des expériences suggerent qu’il ne s’agit pas d’un probleme de différenciation ou de
spécification des cellules endothéliales mais plutdt d’un probléme de migration. En effet, en
¢tudiant la migration des ISV avec la lignée fli-EGFP (Lawson et Weinstein 2002) chez des
doubles morphants lamal/lama4, i1l y moins d’activité protrusive des progéniteurs des
vaisseaux, moins de croissance et un mauvais guidage de ces cellules (Pollard et al. 2006).

Chez les mutants bal*®’

, 1l y a également des problémes dans la mise en place des vaisseaux a
proximité de I'eeil (Semina et al. 2006).

Cependant, il reste possible que ces différents phénotypes soient dis a des défauts de
différenciation cellulaire, et non pas seulement dis a des défauts de morphogenése ou de
migration. Des expériences supplémentaires d’imagerie live devront étre réalisées pour

¢tudier plus en détail les mécanismes impliqués.

Toujours chez le poisson-zébre, chez le mutant ha/""', la morphogenése de la coupe optique
est fortement affectée. La coupe optique est constituée de la rétine et de 1’épithélium
pigmenté qui entourent progressivement le cristallin lors du processus d’invagination. Des
expériences d’imagerie /ive sur ce mutant montrent que la vésicule optique est plus ronde et
plus symétrique que chez les contréles. L’épithélium pigmenté est normal mais la rétine est
désorganisée et le cristallin n’est pas correctement entouré par les deux tissus, suggérant des
défauts d’invagination (Fig.16) (Bryan, Chien, et Kwan 2016). Ce phénotype de cristallin

ml189

protrusif a également été observé par Parsons et al., 2002 dans les mutants gup™*®, siy™° et

sly™ (Parsons, Pollard, et al. 2002).
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Figure 16 : Les défauts de la coupe optique chez les mutants bal"V' (lamal"™") révélés par imagerie live (tirée
de Bryan, Chien, et Kwan 2016). EGFP-CAAX permet de marquer les membranes de maniére ubiquitaire et
H2A F/Z-mCherry les noyaux (injection d’ARNm). nk, tube neural; ov, vésicule optique; ec, ectoderme; br,

cerveau; RPE, épithélium rétinien pigmenté; nr, rétine neurale; le (lens), cristallin.

Grace a I’analyse en imagerie live de lignées transgéniques Tg(lamal:lamal-sfGFP) et
Te(lamal:lamal-mKate2) permettant de visualiser le comportement de la Laminine autour de
la coupe optique lors de la morphogenese de I’oeil, des déformations dynamiques de la
Laminine ont été mises en €évidence. Les auteurs ont également observé qu’un groupe de
cellules situées dans la rétine postérieure, les “rim cells”, migrent de manicre active sur la
Laminine grace a des cryptopodes (protrusions basales qui s’étendent sous la cellule voisine
en direction de la migration) avant et pendant I’invagination de la coupe optique. Ce
mouvement permet leur déplacement de la zone médiale de la rétine vers la zone latérale, et
participe donc au processus d’invagination. Ils ont mis en évidence par I'utilisation d’un
morpholino ciblant la Laminine a1 que cette migration dépend de la topologie de la matrice
qui n’est pas organisée de la méme maniere dans toute la coupe optique, et qui n’a pas les

mémes propriétés mécaniques (Soans et al. 2022).

1.5.3 Différenciation cellulaire

Les cellules neuro-épithéliales de poulet en culture augmentent leur prolifération et se
différencient en présence de Laminine 1 dans leur milieu de culture. De plus, ces cellules
expriment la chaine «al lorsqu’elles se différencient (Frade, Martinez-Morales, et
Rodriguez-Tébar 1996). La Laminine a le méme effet sur des progéniteurs du tube neural en
culture chez le poulet, elle induit la différenciation de ces cellules en neurones (Heaton et

Swanson 1988). Sur des cellules souches embryonnaires humaines (Ma et al. 2008) et des
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cultures de cellules neuro-épithéliales murines (Drago, Nurcombe, et Bartlett 1991), le méme
effet sur la différenciation est observé (Walma et Yamada 2020).

Dans des corps embryonnaires dont les cellules sont mutées (par KO, Knock-Out) pour la
chaine y1, il n’y a plus de différenciation des épiblastes et les membranes basales ne se
forment pas (Murray et Edgar 2000; Li et al. 2002). Chez des souris ¢galement KO pour la
chaine y1 (Smyth et al. 1999) ou g1 (Miner et al. 2004), I’endoderme ne se différencie pas, ce
qui provoque une létalité embryonnaire (Miner et al. 2004; Yao 2017).

tg210 ti263a

En utilisant les mutants bal™?, gup®' et sly chez le poisson-zebre, (Schier et al. 1996)
une autre équipe a ¢étudié le role de la Laminine dans le maintien de la rétine chez le
poisson-z¢bre (Biehlmaier, Makhankov, et Neuhauss 2007). En effet, en plus des défauts de
morphogenese de la coupe optique décrits plus haut, les mutants Laminine présentent des
défauts de différenciation cellulaire dans la rétine et le cristallin. Les trois mutants ont un
cristallin réduit en taille ou absent et leur membrane limitante interne (qui marque la limite
entre la partie vitreuse de la rétine et les neurones) est altérée. Ils présentent également des
altérations dans la couche des cellules ganglionnaires et dans la fasciculation du nerf optique :
au lieu d’avoir les cellules organisées en trois couches avec le nerf optique qui s’organise en
un seul groupe d’axones, il y a plus de couches de cellules, elles sont désorganisées et le nerf
optique est formé de plusieurs petits fascicules. En testant la réponse optocinétique et en
faisant des électro-rétinographes, les auteurs constatent que bal™ a une réponse pour les
deux tests ce qui n’est pas le cas des deux autres mutants. Cela montre que les mutants bal'*™
peuvent voir alors que les autres sont aveugles (Biehlmaier, Makhankov, et Neuhauss 2007).
Les mutants bal"® ont également de nombreux défauts morphologiques de I'eeil, comme tous
les mutants bashful en général (Semina et al. 2006).

Par contre, comme pour les défauts de la notochorde que nous verrons plus tard, (Parsons,

Pollard, et al. 2002) les mutants s/'?%* et gup'¢®'’

ont un phénotype plus marqué que le
mutant bal™* avec en plus un raccourcissement des segments extérieurs des photorécepteurs,
qui sont par ailleurs moins nombreux. Dans la couche plexiforme externe, il n’y a pas de
défaut d’expression d’un marqueur synaptique des synapses en ruban, mais leur ultrastructure
est affectée pour les deux mutants. Il y a également une augmentation de la mort cellulaire
dans la rétine. Les sous-unités y1 et f1 de la Laminine jouent donc un réle important dans la

différenciation des photorécepteurs et de leurs synapses ainsi que dans le maintien de la rétine

chez le poisson-zebre (Biehlmaier, Makhankov, et Neuhauss 2007).
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La Laminine est importante pour le développement de la notochorde chez le poisson-zébre. 11
est cependant difficile de distinguer si les défauts observés chez les mutants sont diis a une
fonction dans la morphogenése et/ou la différenciation cellulaire. Chez les mutants s/y™°/
sly™56 (chaine y1) et gup™**(chaine B1), les cellules de la notochorde présentent des défauts
de différenciation et de morphogenése: elles ne sont pas correctement vacuolées, I’expression
de marqueurs précoces persiste (ex : echidna hedgehog) et il y a plus d’apoptose (Parsons,
Pollard, et al. 2002; Stemple et al. 1996). Pour déterminer si la Laminine contrdle ces
processus de maniere cellulaire-autonome, des expériences de transplantation ont été
réalisées. En transplantant le shield embryonnaire (la région de I’embryon qui contient les
précurseurs de la notochorde) d’un embryon donneur dans un embryon héte, on observe la
formation d’un axe secondaire qui produit une notochorde issue de 1’embryon donneur et

entourée de cellules de I’hote. La notochorde secondaire issue d’une transplantation a partir

m86 m466

d’embryons donneurs sly™°, sly ou gup™® dans des embryons hotes controles est
normale, et la transplantation inverse (notochorde contrdle chez les mutants) permet aussi de
former une notochorde normale. Cela montre que la formation de la notochorde est controlée
par les chaines lamB1 et lamCI de maniere a la fois non-autonome et autonome (Parsons,
Pollard, et al. 2002).

Chez les mutants bal/™ (chaine «l) par contre, le phénotype est moins marqué car les
auteurs observent des défauts uniquement dans les régions antérieures de la notochorde avec
une absence d’immunoréactivité a la Laminine et un probléme de différenciation des cellules
de la notochorde. De manicre générale, chez ces mutants, la malformation globale de
I'embryon est moins marquée (Pollard et al. 2006). Le phénotype moins sévere des mutants
bal™ pourrait étre causé par la redondance fonctionnelle avec d’autres chaines a. La chaine
a5 est exprimée dans la notochorde et les morphants a5 présentent des défauts
morphologiques de la notochorde, associés a la persistance de marqueurs précoces. a5
pourrait avoir un rdle dans la transition chordamésoderme/notochorde. La chaine a4 est
¢galement exprimée dans la notochorde avec en plus une expression maternelle, par contre,
les morphants a4 ne présentent pas de défauts de la notochorde méme si les embryons ont
une téte plus petite. L’injection de morpholino a4 ou a5 dans les mutants bal™*° provoque

des défauts plus importants, ce qui indique une redondance fonctionnelle entre ces trois

chaines dans le développement de la notochorde (Pollard et al. 2006).
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1.5.4 Polarité cellulaire

1.5.4.a La polarité apico-basale

La polarité apico-basale est une propriété des cellules épithéliales. Leur surface apicale est en
contact avec le milieu extérieur ou I’intérieur des cavités internes de 1’organisme, et la surface
basale est localisée a I’opposé, en contact avec la membrane basale.

Chez des embryons de poissons-zebres controles, les progéniteurs de la rétine sont bien
alignés et pointent vers le cristallin, ce qui n’est pas le cas chez les mutants bal’"’. Leur
polarité apico-basale est perturbée car avec un marquage de la kinase aPKC (Atypical Protein
Kinase C), un marqueur apical localisé a la limite de la rétine et de I'épithélium pigmenté, on

voit que cette protéine est mal localisée, suggérant une inversion de la polarité¢ (Bryan, Chien,

hill13b hi3890

et Kwan 2016). Chez les mutants gup et shy™*", il y a également une mauvaise
polarisation apico-basale des cellules de la rétine (inside out) (Lee et Gross 2007).

Lors de I’évagination de la vésicule optique chez le poisson-zébre, les cellules ne traversent
pas la ligne médiane lors de leurs divisions cellulaires (contrairement a ce qui se passe lors de
la formation du tube neural). Des marqueurs de polarit¢ apico-basale (position du
centrosome, de Zona Occludens-1 (ZO-1), d’aPKC ou de pard6yp, un déterminant apical)
apparaissent dans la vésicule optique autour de 12 hpf. L’injection d’un morpholino ciblant la
sous-unité 1 de la Laminine perturbe la polarité apico-basale des cellules de cette zone, les
marqueurs apicaux sont présents des deux cotés (apical et basal) des cellules, elles sont plus
rondes, se rétractent parfois et sont présentes en dehors du domaine de 1’ceil. De plus, en
présence de billes recouvertes de Laminine insérées dans la région de l'eeil, les cellules
orientent leur surface apicale a I’opposé des billes (Ivanovitch, Cavodeassi, et Wilson 2013).
Ces résultats montrent que la Laminine est a la fois nécessaire et suffisante pour établir la

polarité apico-basale des progéniteurs de 1’ceil pendant I’évagination de la vésicule optique

chez le poisson-zebre.

1.5.4.b La polarité neuronale

Les neurones sont les types cellulaires les plus polarisés car ils possedent de longues
protrusions, axones et dendrites, qui ont des propriétés et des fonctions différentes. La
polarisation des neurones (axe dendrite/soma/axone) permet leur fonctionnement correct et
notamment la transmission des messages nerveux. Elle est contrdlée par des signaux
extracellulaires et intracellulaires ainsi que par le cytosquelette (Takano et al. 2015). Les

cultures de neurones hippocampaux de souris ont €té utilisées comme modele d’étude de ces
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signaux. Ils se polarisent in vitro selon cinq stades : (1) les neurones post-mitotiques
possédent de nombreux filopodes et lamellipodes, (2) qui s’étendent et deviennent des
neurites immatures. (3) Un seul neurite va s’étendre rapidement et devenir 1’axone, on parle
de spécification axonale, tandis que les autres neurites deviennent des dendrites. (4) L’axone
et les dendrites grandissent rapidement puis (5) la différenciation se termine (Fig.17) (Takano

et al. 2015; Polleux et Snider 2010).

Stage 4 Stage 5
Stage 2 Stage 3 E14 + 4-15div E14 + 15-25div

Stage 1 £y4,q-2div  E14+2-4div
E14 + Odiv
Lamellipodial Multiple immature
and filopodial neurite extension Breaking of
protrusion symmetry: axon _
specification Axon and dendrite // //

outgrowth, branching Spine morphogenesis
synapse formation

Figure 17 : Les étapes de la polarisation des neurones hippocampaux de souris in vitro (tirée de Polleux et
Snider 2010). (1) Les neurones post-mitotiques possédent de nombreux lamellipodes et filopodes. (2) Les
protrusions s’étendent et deviennent des neurites non différenciés. (3) Un neurite va se spécifier en axone
tandis que les autres neurites deviennent des dendrites. (4) L’axone et le dendrite vont s’allonger et faire du

branching. (5) Les synapses se forment.

Dans des cultures primaires de neurones hippocampaux de souris, la présence de bandes de
Laminine dans les boites de cultures définit la polarité des neurones et augmente la
probabilité qu’un neurite devienne un axone (Esch, Lemmon, et Banker 1999), donnant une

premicre indication de son role dans la polarisation neuronale.

In vivo, la Laminine a ét¢ impliquée dans la polarité neuronale des cellules ganglionnaires de
la rétine (Randlett et al. 2011). Les étapes de la mise en place de la polarité de ces neurones
sont décrites dans la Figure 18A. En condition sauvage, les cellules ganglionnaires de la
rétine (Retinal Ganglion cells, RGC) venant de se former étendent un prolongement en
direction de la membrane basale de la rétine (Internal Limiting Membrane, ILM). Cette
protrusion basale rentre alors en contact avec la Laminine 1, ce qui a pour effet de la
stabiliser. Ce contact avec la Laminine est suivi d’une accumulation stable, au point de

contact, de la construction Kif5C°*-YFP, un marqueur de spécification axonale.
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Figure 18 : Schéma illustrant 1’émergence des axones des RGC in vivo chez le poisson-zébre, en condition

contréle et en absence de Laminine al (tirée de Randlett et al. 2011).

Les KIF's font partie de la super-famille des Kinésines participant au transport des organelles
dans les neurones (Nakata et Hirokawa 2003). Il a été montré qu’une version tronquée de
Kif5, un des membres de la famille Kinésine-1 (Kif5C°"), s’accumule dans les axones mais
pas dans les dendrites (Nakata et Hirokawa 2003). Une autre équipe a montré que
I’accumulation stable de Kif5C°” dans un seul neurite est un marqueur précoce de la
spécification axonale dans des cultures de neurones hippocampaux (Jacobson, Schnapp, et
Banker 2006). En effet, leurs expériences en time-lapse de neurones exprimant Kif5C°%
fusionnée avec une protéine fluorescente ont montré qu’une accumulation stable du marqueur
se produit dans un neurite juste avant que celui-ci ne devienne significativement plus long

que les autres neurites (Jacobson, Schnapp, et Banker 2006).

L’¢équipe de William A. Harris (Randlett et al. 2011) a donc ré-utilisé ce marqueur in vivo et
montré grace a des expériences de surexpression qu’il y avait une accumulation de
Kif5¢°-YFP a Pextrémité du neurite sélectionné pour former un axone dans les RGC. Cette
accumulation a lieu en méme temps que le contact des RGC avec la surface basale de la
rétine. Il y a donc Ia un role potentiel de la MEC dans ce processus de polarisation. Pour
tester le role de la Laminine, les auteurs ont utilis¢ un morpholino dirigé contre la chaine
Laminine a1. Ils ont observé une perturbation de 1’organisation intra-rétinale des axones des

RGC qui peut étre due a des défauts de guidage ou de polarisation. Des transplantations ont
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été réalisées pour étudier I’autonomie cellulaire de ces défauts. Lorsque des RGC sauvages se
retrouvent dans un environnement déplét¢é de Laminine al, on observe que la phase
multipolaire (c’est-a-dire une phase durant laquelle les neurones possédent plusieurs neurites
indifférenciés, avant que I’un d’eux ne soit spécifi¢ en axone) des RGC est prolongée et que
I’extension des axones est parfois mal orientée. L’expérience inverse (RGC morphantes dans
un environnement sauvage) n’a pas montré de défauts, ce qui démontre que le phénotype
morphant a1 n’est pas cellulaire-autonome (Randlett et al. 2011).

Les auteurs de cette étude ont ensuite testé si la Laminine est suffisante pour spécifier les
axones des RGC, in vitro et in vivo. Lorsque les auteurs placent des billes recouvertes de
Laminine 1 & proximité des RGC, ils observent, in vitro et in vivo, une interaction bille-RGC
qui induit la translocation de Kif5¢’*-YFP et donc la polarisation neuronale de ces derniéres
(Randlett et al. 2011). La Laminine a1 est donc a la fois nécessaire et suffisante pour la
polarisation neuronale des RGC chez le poisson-zébre. En utilisant le mutant ba/""’, une
autre équipe a montré que les neurones du noyau du faisceau longitudinal médian (nucMLF)
projettent de nombreuses protrusions alors qu’en condition sauvage ces neurones sont
unipolaires. Ceci suggere également un role de la Laminine a1 dans la polarisation de cette

population de neurones (Paulus et Halloran 2006).

1.5.5 Migration neuronale

Une des premicres équipe a avoir observé que la Laminine était essentielle a la migration des
neurones est I’équipe de E. Trenkner, qui a montré qu’un anticorps bloquant la Laminine
inhibe la migration des neurones des microcultures de neurones de cerveau murin (Liesi,
Seppild, et Trenkner 1992).

Lors du développement des mammiferes, les neurones qui forment les six couches du cortex
cérébral sont générés dans le neuroépithélium ventriculaire puis migrent vers le futur cortex.
Chez des souris mutées pour la chaine y1 de la Laminine, a partir de E14.5, des défauts
d’organisation du cortex apparaissent : certaines cellules ne migrent pas suffisamment, ou de
manicre ectopique (plus rarement), et celles qui sont correctement localisées sont
désordonnées. Ces données montrent 1’importance de la Laminine dans la migration
neuronale (Chen et al. 2009).

Dans le cerveau adulte des mammiféres, de nouveaux neurones sont générés dans la zone
sous-ventriculaire du ventricule latéral et migrent de maniére tangentielle en formant des
chaines de cellules dans la voie de migration rostrale (Rostral Migration Stream, RMS) vers

le bulbe olfactif (Olfactory Bulb, OB). Les cellules migrantes, appelées neuroblastes,
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expriment les Laminines a2 et a4 ainsi que les Intégrines S1 et 85 dans le RMS. Chez des
souris mutantes pour I’Intégrine 1, le RMS est perturbé et chez des souris mutantes pour les
sous-unités Laminine a2 ou a4, le RMS est également perturbé et les chaines de cellules
migrantes ne se forment pas. Les sous-unités Laminines a2 et a4 contrdlent la formation des
chaines de cellules migrantes, et donc la migration des neuroblastes dans le RMS, via leur

récepteur Intégrine $1 (Belvindrah et al. 2007).

Chez le poisson-zebre, les neurones faciaux branchiomoteurs (Facial Branchiomotor
Neurons, FBMN) naissent dans le rhombomeére 4 (“rhombomere” est le nom donné aux
subdivisions du cerveau postérieur) et migrent tangentiellement vers les rhombomeéres 6 et 7.
Des injections d’un morpholino ciblant lamal et 1’étude de mutants hal*’® (non publié,
Sittaramane et al. 2009), montrent que cette migration tangentielle n’a pas lieu en I'absence
de Laminine a1 (Sittaramane et al. 2009). Des conclusions similaires sont faites suite a
I’observation de mutants bal’"" (Paulus et Halloran 2006). L’étude par imagerie live des
morphants confirme ces résultats : les FBMN migrent plus lentement vers le rhombomeére 5.
Ces défauts sont associés a une perte de directionalité des protrusions qui se forment
aléatoirement chez les morphants tandis que chez les controles elles sont toutes dirigées
tangentiellement (Sittaramane et al. 2009). De plus, lors de la migration de ces neurones,
leurs centrosomes initialement localisés ventro-médialement se relocalisent dorsalement
apres un contact avec la Laminine, phénomene corrélé a une accélération de la migration. En
absence de Laminine a1 (mutant bal”"" de la chaine a1 ou morpholino), les FBMN sortent de
leur chemin de migration, n'accélerent plus et ne réorientent plus leurs centrosomes, ce qui
montre I’importance de la Laminine dans la migration des FBMN chez le poisson-zebre

(Grant et Moens 2010).

1.5.6 Croissance et navigation axonale

La Laminine participe a la navigation in vitro des cones de croissance des neurones de la
racine dorsale du poulet (Kuhn, Schmidt, et Kater 1995) et, aussi in vitro, a la croissance des
axones des neurones de I’hippocampe de la souris (Esch, Lemmon, et Banker 1999). Chez C.
elegans, la Laminine contréle la navigation des axones des neurones associés aux canaux, il
s’agit d’une paire de neurones qui naissent dans la téte de I’animal puis migrent
postérieurement vers le milieu de I’embryon ou ils vont chacun étendre deux axones
(Forrester et Garriga 1997). Chez les mutants de la chaine a, ces axones sont désorganisés et

défasciculent (Forrester et Garriga 1997). Chez la drosophile, des expériences ont montré que
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Lamal est nécessaire au guidage des axones ocellaires (Garcia-Alonso, Fetter, et Goodman

1996).

Des expériences réalisées sur des neurones rétiniens de xénopes ex vivo ont montré¢ que la
Laminine favorise non seulement la croissance axonale mais peut aussi modifier le
comportement des cones de croissance en réponse a des molécules de guidages solubles. Les
auteurs de ces travaux ont observé qu’en présence de Laminine, les taux d’AMPc¢ diminuent
dans les cones de croissance, ce qui inverse leur réponse a la Nétrine-1 (une molécule de
guidage qui sera décrite dans la deuxiéme partie de I’introduction), qui, initialement
attractive, devient une molécule répulsive (Hopker et al. 1999; Weinl et al. 2003). Ce
mécanisme semble étre médi¢ par les intégrines 1, car en présence d’anticorps anti-51, ce
changement de réponse est aboli (Hopker et al. 1999). La Laminine module également la
réponse in vitro d’axones des ganglions de la racine dorsale mis en présence de Slit2, un
ligand du récepteur Robo, couple qui sera décrit plus tard dans le texte. En présence de
Laminine, S/it2 a un effet répulsif, ce qui n’est pas le cas en absence de Laminine
(Nguyen-Ba-Charvet et al. 2001).

L1 est une molécule transmembranaire d’adhésion cellulaire exprimée dans le systéme
nerveux, qui se lie directement a la Laminine. L1 régule la migration des cones de croissance
en adhérant (grip phase) et en glissant (s/ip phase) sur la Laminine (mécanisme de molecular
clutch) comme [D’ont montré¢ des expériences réalisées sur des cultures de neurones
d’hippocampes murins (Abe et al. 2018; 2021). Lorsqu’ils poussent sur des substrats rigides
recouvert de Laminine, le temps de grip phase des cones de croissance augmente et ces
neurones font de plus longs axones. Sans Laminine il y a pas d’augmentation de cette phase
et une diminution de la longueur des axones, méme sur milieu rigide (Abe et al. 2021). Des
expériences menées in vivo sur des sauterelles montrent également que la Laminine est
essentielle a la croissance des axones et au guidage de leur cone de croissance (Bonner et

O’Connor 2001).

Concernant maintenant plus spécifiquement le poisson-zebre, Wolman et al 2008 ont montré
que la Laminine 1 influence le comportement des cones de croissance des axones provenant
du nucMLF in vivo. En condition sauvage, les corps cellulaires de ces neurones sont localisés
dans la partie ventrale du cerveau médian et envoient leurs axones dans le cerveau postérieur,
de maniére fasciculée (Wolman et al. 2008). Chez des mutants bal’"', les axones provenant

du nucMLF sortent de maniere aberrante de la zone du nucMLF avant de converger vers le
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cerveau postérieur. Ces axones semblent défasciculer et se bloquer dans le cerveau postérieur
(Paulus et Halloran 2006; Wolman et al. 2008). Globalement, les auteurs ont observé, chez
les mutants bal’"', des défauts de comportements des cones de croissance qui se divisent et
produisent des axones qui divergent, une augmentation du branching et un taux de croissance
réduit des axones issus du nucMLF (Wolman et al. 2008). Ces résultats suggerent que la
Laminine a1 pourrait agir au moins en partie en tant que substrat permissif pour les neurones
du nucMLF.

Les mutants ba/"V' présentent en outre des défauts multiples de guidage axonal, affectant
d’autres populations de neurones. En condition sauvage, les RGC de poissons-zebre
projettent vers le toit optique contralatéral. Chez les mutants, a 60 hpf, certains axones des
RGC ne traversent pas la ligne médiane et projettent du coté ipsilatéral. Parmi ceux qui
projettent du coté contralatéral, certains axones se séparent du tractus optique et se dirigent
vers 1’avant au lieu de suivre une direction postérieure (Paulus et Halloran 2006; Karlstrom et
al. 1996). Les axones formant les tractus de différentes commissures (antérieure et ventrale
post-optique) présentent également des défauts de traversée de la ligne médiane chez les
mutants par rapport aux controles, ce qui induit des malformations de ces commissures. Les
axones des neurones du noyau bilatéral du tractus ventral post-optique (nucTPOC) ont leur
navigation altérée et ils ne parviennent pas a fasciculer correctement (Paulus et Halloran
2006). Concernant les axones reticulospinaux qui, en conditions sauvages traversent la ligne
médiane (pour certains d’entre eux) et fasciculent le long du MLF, les auteurs ont observé
que les axones restent « bloqués » au niveau de la ligne médiane, et parfois fasciculent le long
de celle-ci chez les mutants bal. Les motoneurones spinaux présentent eux aussi des défauts
de guidage axonal. Par exemple, 1’axone primaire rostral (RoP) est indétectable, ce qui laisse
supposer qu’il est trés probablement dérouté. Cette hypothése est appuyée par I’existence
d’un axone supplémentaire qui se développe parallelement a 1'axone primaire caudal (CaP). Il
y a également plus de branching des axones moteurs a des stades plus tardifs (Paulus et
Halloran 2006). Chez les mutants bal*®, il y a enfin des défauts de projections des axones

formant le nerf optique (Semina et al. 2006).

1.5.7 Role de 1a Laminine dans le systeme olfactif

Ma thése porte sur le role de la Laminine dans le développement du systéme olfactif chez le
poisson-ze¢bre. Je m’attache donc ici a décrire ce qui est connu du role de la Laminine dans la

formation du systéme olfactif chez les rongeurs.
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Dans le systeme olfactif des souris et des rats, la Laminine 111 est présente autour du nerf
olfactif, dans la membrane basale de 1’épithélium olfactif et la lamina propria. La Laminine
111 est également présente autour de la zone qui définit le point d’entrée des axones dans le
bulbe olfactif (H. B. Treloar, Nurcombe, et Key 1996; Julliard et Hartmann 1998; Shay,
Greer, et Treloar 2008). Chez des souris a E9.5, de la Laminine est détectée par
immunofluorescence a la limite de la placode olfactive et du cerveau et a E10.5, les premiers
axones qui sortent de I’épithélium olfactif s’étendent sur la couche de Laminine. A E11.5,
I’expression de la Laminine (et celle du Collagene 1V) coincide avec le nerf olfactif. Cette
méme équipe a ensuite étudi¢ in vitro des explants d’épithélium olfactif embryonnaire et les
auteurs ont observé qu’en présence de Laminine ou de Collagéne IV dans le milieu de
culture, les neurones olfactifs forment de longs neurites qui croissent seuls, ou en formant des
fascicules, avec d’autres neurites (Whitesides et LaMantia 1996). Ces résultats sont
confirmés également in vitro, sur des cultures d’épithéliums olfactifs embryonnaires de rats,
ou la présence de Laminine augmente 1’extension des axones des neurones sensoriels olfactifs
(Karl W. Kafitz et Greer 1997; Tisay et Key 1999). Enfin, la Laminine est fortement
exprimée dans le nerf olfactif et les glomérules observés in vivo chez le rat, zones de
projections des axones sensoriels olfactifs, ce qui suggere que la Laminine constitue un

substrat favorable a 1’extension de ces axones (Karl W. Kafitz et Greer 1997; 1998).

Le marquage de la Laminine chez le rat coincide avec celui des cellules engainantes (Shay
2008), des cellules que je décrirai plus tard, qui sont présentes dans le nerf olfactif, dans la
couche du nerf olfactif du bulbe olfactif et qui sont des substrats aidant la croissance des
axones olfactifs in vitro (K. W. Kafitz et Greer 1999). In vitro, la présence de Laminine
promeut le développement des cellules engainantes, et les axones des neurones sensoriels
olfactifs se développent préférentiellement sur ces derni€res. L’hypothése est que la Laminine
stimule la croissance des axones sensoriels olfactifs via les cellules engainantes chez les rats
(Tisay et Key 1999) Shay & al 2008 proposent que ces dernicres sécrétent la Laminine 1
(Shay, Greer, et Treloar 2008).

71


https://www.zotero.org/google-docs/?oJj1Oo
https://www.zotero.org/google-docs/?oJj1Oo
https://www.zotero.org/google-docs/?8zc9U5
https://www.zotero.org/google-docs/?Dyr3jh
https://www.zotero.org/google-docs/?GMqsAR
https://www.zotero.org/google-docs/?gLKzZd
https://www.zotero.org/google-docs/?ekHwH7
https://www.zotero.org/google-docs/?M3KHUc

II Le développement du systeme olfactif

II.1 Description générale du systéme olfactif : cas des mammiféres et des

insectes

L’olfaction est un sens chimique qui permet de détecter des molécules présentes dans
I’environnement. C’est un sens primordial chez toutes les espéces animales car il leur permet
de sélectionner leur nourriture, de prévenir des dangers présents dans leur environnement et
d’établir des interactions sociales et sexuelles.

Dans cette premiere partie trés générale, je présenterai brievement le systéme olfactif
principal des mammiferes et des insectes, deux groupes d’animaux chez lesquels ce systéme a
été¢ ¢étudi¢ en détail, et dont les caractéristiques ont permis de dégager les propriétés
fondamentales et universelles de ce systéme sensoriel. Ces deux groupes d’animaux partagent
de nombreuses similarités quant a I’organisation de leur systeme olfactif. On retrouve la
méme organisation anatomique avec un organe sensoriel périphérique qui contient les
neurones sensoriels bipolaires capable de capter les odorants. Leur axone projette de maniere
fasciculée directement dans le systéme nerveux central vers le bulbe olfactif (mammiféres) ou
le lobe antennaire (insectes). Ce sont les premiers relais olfactifs dans lesquels les axones
défasciculent pour innerver les glomérules, ou ils établissent des synapses avec des neurones
de projection transmettant les informations sensorielles vers d’autres relais de 1’olfaction.

Les mammiféres possédent également un systéme olfactif accessoire appelé systéme
voméronasal. Les neurones sensoriels de ce systeéme expriment des récepteurs voméronasaux
spécifiques (VR), qui sont impliqués dans la détection des phéromones et projettent sur le
bulbe accessoire. Je ne le détaillerai pas afin de me concentrer sur le systéme principal.

Le but de cette premicre partie est de donner une vue globale de l'organisation du systéme
olfactif chez différentes taxons car, on le verra, la plupart de ces caractéristiques sont
partagées avec le systéme olfactif des poissons-zebres qui sera décrit plus en détail dans une

seconde partie.

I1.1.1 L’organe sensoriel olfactif et les récepteurs olfactifs

Chez les mammifeéres, 1’organe sensoriel olfactif, appelé muqueuse olfactive, se situe dans la
cavité nasale. La muqueuse olfactive est formée de deux couches, 1’épithélium olfactif
(Olfactory Epithelium, OE) comprenant notamment les corps cellulaires des neurones

sensoriels olfactifs (Olfactory Sensory Neuron, OSN) , et la lamina propria située sous I’OE,

72



qui est un tissu vascularis¢ dans lequel les axones émergeant de I’OE commencent a
fasciculer entre eux et a interagir avec une population de cellules gliales spécifique du
systéme olfactif, les cellules engainantes (Olfactory Ensheathing Cell, OEC) (Fig.19 &
Fig.20).

Olfactory bulb

Figure 19 : Schéma du systéme olfactif de la souris (tirée de Nedelec, Dubacq, et Trembleau 2005). Dans la
cavité nasale (Nasal Cavity NC) on trouve I’OE contenant les OSN. Les axones des OSN traversent la lame
basale séparant I’OE et la lamina propria (LP), et fasciculent en petits faisceaux (AB) hétérotypiques
(c’est-a-dire entre axones d’OSN exprimant différents récepteurs olfactifs (Olfactory Receptor, OR) dans la
LP. Ces petits faisceaux se rassemblent ensuite en dehors de la lamina propria pour former les branches du
nerf olfactif (Olfactory nerve, ON). Les différentes branches de I’ON traversent la plaque cribriforme (CP)
avant d’atteindre la région la plus périphérique de I’OB appelée couche du nerf olfactif (Olfactory Nerve
Layer, ONL), dans laquelle les axones olfactifs migrent avant d’atteindre leur cible glomérulaire. Chaque
OSN exprime un récepteur olfactif (représenté par le code couleur des OSN) et tous les OSN exprimant le
méme récepteur olfactif innervent un ou deux glomérules par hémi-bulbe, dans lesquels ils établissent des
connexions synaptiques avec différents types de neurones dont des cellules mitrales. C’est lorsque les axones
des OSN traversent I’ONL qu’ils se réorganisent pour fasciculer de manic¢re homotypique, avant d’innerver

leur glomérule spécifique.
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La neurogenese des OSN, qui commence au cours du développement embryonnaire, se
poursuit tout au long de la vie et implique plusieurs facteurs de transcription tels que Asci/
aux stades précoces puis Neurogl et NeuroD plus tardivement (Tufo et al. 2022). Les OSN
sont des neurones bipolaires comprenant une dendrite apicale qui se termine par un
renflement appelé bouton dendritique d’ou partent des cils tapissant la surface de I’OE, et
baignant dans le mucus qui recouvre tout I’OE (Fig.19 & Fig.20). En plus des OSN, sont
présentes dans I’OE les cellules sustentaculaires (qui assurent un soutien), la partie apicale
des glandes de Bowman qui permettent la sécrétion du mucus et les cellules souches basales
et horizontales, qui permettent la production continue de nouveaux OSN (Fig.19 & Fig.20).
Dans la lamina propria, on trouve des vaisseaux sanguins, les OEC (Akins et Greer 2006),
des faisceaux d’axones d’OSN, et la partie basale des glandes de Bowman (pour revue voir

(Miller et al. 2010; Nedelec, Dubacq, et Trembleau 2005; T. Imai, Sakano, et Vosshall 2010).

Suite a la découverte historique de la grande famille de genes codants les récepteurs olfactifs
(Odorant Receptors, OR) des mammiféres (Buck et Axel 1991), qui a valu a leurs auteurs le
Prix Nobel de Physiologie et Médecine en 2004, de nombreuses études menées chez la souris
et le rat ont montré qu’il existe environ 1 000 geénes fonctionnels codant ces OR et que
chacun de ces genes est exprimé dans une zone particuliere de I’OE (Ressler, Sullivan, et
Buck 1993; Vassar, Ngai, et Axel 1993; Tufo et al. 2022; Buck et Axel 1991; Mombaerts et
al. 1996), de maniére monogénique et mono-allélique (Mombaerts et al. 1996). Les protéines
codées par ces génes sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a des
protéines G qui, en liant des molécules odorantes, vont activer la protéine Gs au cours de la
différenciation des OSN, puis Golf lorsque les OSN sont matures (Takeshi Imai et Sakano
2008; Lodovichi 2021). Les OR sont fortement concentrés au niveau des cils des OSNs, ce

qui leur permet de capter les molécules odorantes entrant dans la cavité nasale.

Chez de nombreux insectes, les organes sensoriels olfactifs principaux sont les antennes et
parfois les palpes maxillaires. Méme s’il existe une multitude de formes différentes
d’antennes, elles posseédent toutes des sensilles olfactives. Ces sensilles contiennent les
dendrites de neurones récepteurs olfactifs (Olfactory Receptor Neurons, ORN), équivalents
des OSN), pour lesquelles elles assurent un environnement protecteur et propice a
I’interaction des molécules odorantes avec les OR (T. Imai, Sakano, et Vosshall 2010;
Hansson et Stensmyr 2011; W. Pan 2013; Yan et al. 2020). A la base des sensilles on trouve
¢galement les cellules de soutien (Supporting cells) (Fig.20).
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Figure 20 : Représentation schématique montrant les similarités
Dendrite entre l'organe sensoriel olfactif des mammiféres et des insectes

) (tirée de (Kaupp 2010). (A) Chez les mammiféres, les cils des
Sensillum pore

Cuticl neurones sensoriels olfactifs baignent dans du mucus et leur axone
uticle
projette vers le systéme nerveux central. L’épithélium olfactif

Support cell contient également des cellules de soutien et des cellules basales.

Cell body (B) Chez les insectes, les dendrites des neurones sensoriels

Olfactory olfactifs baignent également dans un milieu liquide, la lymphe, et

receptor neuron les axones projettent vers le systeme nerveux central. On trouve

Axon également des cellules de soutien dans I’épithélium olfactif.

Il existe différents types de sensilles qui ne sont pas sensibles au méme type de molécules
odorantes. Par exemple, les sensilles trichoides sont sensibles aux phéromones tandis que les
sensilles coeloconiques sont sensibles aux amines solubles dans I’eau. Les molécules
odorantes pénétrent dans les sensilles et sont prises en charge, dans la lymphe sensillaire
(I'¢quivalent du mucus chez les mammiferes), par les protéines liant les odeurs (Odorant
Binding Protein, OBP) synthétisées par les cellules de soutien (Fig.20). Les OBP transportent
les molécules odorantes jusque sur les ORN a la surface desquels se trouvent les OR qui
fonctionnent en dimeére avec le co-récepteur Orco (T. Imai, Sakano, et Vosshall 2010;
Hansson et Stensmyr 2011; W. Pan 2013). Cette famille d’OR d’insectes ne présente pas
d’homologie avec la famille d’OR des vertébrés (Hansson et Stensmyr 2011).
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Les OR des insectes possedent également 7 domaines transmembranaires mais peuvent
fonctionner comme des canaux ioniques. Ils ont une topologie inversée avec 1’extrémité
N-terminale intracellulaire et I’extrémité C-terminale extracellulaire. IlIs sont toujours
associés avec leur co-récepteur Orco qui leur est spécifique. Ces récepteurs traduisent le
signal de fagon mixte, c'est-a-dire soit métabotropique (couplé avec une protéine G) soit
ionotropique. Il existe chez les insectes une autre catégorie d’OR uniquement ionotropiques,
les IR (lonotropic Receptors, IR). Les IR fonctionnent également en dimeres, ce sont des
récepteurs canaux et, de méme que les OR, ils sont exprimés de fagon monogénique par les

ORN (T. Imai, Sakano, et Vosshall 2010; Yan et al. 2020) .

Chez la drosophile et d’autres insectes modeles bien étudiés, chaque ORN exprime seulement
un OR et chaque sensille comprend un a quatre ORN d’un type spécifique. Le profil
d’expression des OR chez les insectes et la distribution des sensilles dans les antennes et les

palpes sont stéréotypés (W. Pan 2013).

L’organe sensoriel olfactif des mammiféres et celui des insectes, bien que trés différents en
terme d’anatomie, obéissent cependant a des principes fondamentaux trés similaires : les
OSN et ORN ont leurs dendrites qui baignent dans un milieu liquide, le mucus et la lymphe
respectivement, et leurs axones projettent dans le systeme nerveux central. Les deux
¢pithéliums possédent également des cellules de soutien (Fig.20). Point important sur lequel
nous reviendrons dans les paragraphes suivants : ces animaux possedent dans leur génome un
grand nombre de geénes codant des OR (méme si ce nombre est plus important chez les
mammiferes que chez les insectes), et chaque neurone sensoriel olfactif n’exprime qu’un seul

de ces genes.

I1.1.2 Navigation des axones olfactifs vers le premier relai du systéme nerveux

central

Chez les mammiféres, les axones des OSN traversent la membrane basale de I’OE dés leur
formation pour arriver dans la lamina propria ou ils s’assemblent progressivement en petits
faisceaux entourés par les protrusions des OEC (Helen B. Treloar et al. 2010). Ces petits
faisceaux proximaux (~5um d’épaisseur) vont ensuite fusionner en faisceaux plus épais en
sortant de la LP et former les branches de diametre plus conséquent (environ 20 pm) du nerf
olfactif. Le nerf olfactif est alors composé de plusieurs grands faisceaux, chaque faisceau

¢tant délimité par sa lame basale (Fig.19) (Miller et al. 2010; Helen B. Treloar et al. 2010).
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Ces branches du nerf olfactif traversent la plaque cribriforme, un os poreux, avant de
rejoindre le bulbe olfactif (Olfactory Bulb, OB) dans le télencéphale (cerveau antérieur). Les
OSN pénétrent dans I’OB par la couche du nerf olfactif (Olfactory Nerve Layer, ONL), la
partie la plus périphérique de 1’OB, dans laquelle ils naviguent jusqu’a atteindre leurs
glomérules cibles, des structures sphériques situées dans la couche glomérulaire (Fig.19 &
22) (Takeshi Imai et Sakano 2008; T. Imai, Sakano, et Vosshall 2010; Nedelec, Dubacq, et
Trembleau 2005; Tufo et al. 2022) (Mombaerts et al. 1996).

Comme les axones des OSN sont principalement entourés, dans 1’0OB, d’autres axones
d’OSN, d’OEC (Akins et Greer 2006) et de MEC, la croissance et le modéle de navigation de
chaque OSN sont contrdlés par des signaux membranaires (présents a la surface des axones
eux-méme ou des OEC), ou sécrétés et présents dans la MEC. Beaucoup de molécules
d’adhésion ou ayant des activités de guidage sont exprimées dans ce systéme, et leurs roles
respectifs ont fait 1’objet de nombreuses études (pour revues voir (Nedelec, Dubacq, et
Trembleau 2005; T. Imai, Sakano, et Vosshall 2010; Takeshi Imai et Sakano 2008; Helen B.
Treloar et al. 2010).

Chez les insectes, la cible des OSN dans le systéme nerveux central est le lobe antennaire
composé de structures sphéroides également appelées glomérules (Hansson et Stensmyr
2011). Les axones des ORN des antennes et des palpes fasciculent dans le nerf antennal (ou
maxillaire). Ces nerfs projettent initialement dans la périphérie du lobe antennal avant de
défasciculer et re-fasciculer de fagcon homotypique, conduisant & une innervation spécifique

des glomérules par les axones des ORN (Fig.21) (Zhao et McBride 2020).
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Peripheral organs Antennal lobe Mushroom body

OSNs

Figure 21 : Organisation du circuit olfactif des insectes (tirée de Zhao et McBride 2020). Les ORN situés dans les
sensilles, projettent leur axone dans le lobe antennaire, au sein de glomérules. Tous les ORN exprimant le méme
récepteur olfactif innervent le méme glomérule. La, ils forment des synapses avec les neurones de projection et des
interneurones locaux (LN). La plupart des neurones de projection sont connectés a seul glomérule (orange, bleu,
marron), mais certains sont multi-glomérulaires (rose). Les neurones de projection transmettent alors 1’information

sensorielle au corps pédonculé (Mushroom Boy) via les cellules de Kenyon (Kenyon Cell, KC).

I1.1.3 La régle un récepteur olfactif, un neurone sensoriel olfactif, un glomérule

Nous avons vu plus haut que, aussi bien chez les mammiféres que chez les insectes, chaque
neurone sensoriel olfactif n’exprime qu’un seul des genes du répertoire caractéristique de
I’espece. Nous allons voir ici que cette régle “un récepteur olfactif, un neurone sensoriel

olfactif” s’étend, en termes de projections sur le systéme nerveux central, aux glomérules.

Chez les mammiferes, chaque OSN exprime seulement un OR. Les axones des OSN
exprimant le méme OR convergent dans trois glomérules par bulbe olfactif en moyenne, soit
un ou deux glomérules par hémi-bulbe (Richard, Taylor, et Greer 2010). Chaque glomérule
recoit les projections d’un seul type d’OSN, et traite donc les informations issues de
I’activation d’un seul type d’OR (Fig.19 & 21) (Helen B. Treloar et al. 2002; Miller et al.
2010; Takeshi Imai et Sakano 2011; Tufo et al. 2022; Mombaerts et al. 1996) Il existe donc
une carte topographique relativement précise de représentation des odeurs dans 1’OB
(Nedelec, Dubacq, et Trembleau 2005; Sakano 2010; Tufo et al. 2022; W. Pan 2013;
Mombeaerts et al. 1996).
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La méme reégle s’applique chez les insectes ou les axones des ORN exprimant le méme OR
vont converger vers les mémes glomérules (Fig.21) (Hansson et Stensmyr 2011; Yan et al.
2020). Cette régle de convergence commune aux deux groupes d’animaux par laquelle tous
les neurones exprimant le méme OR ont leur axone qui converge sur un petit nombre de

glomérules, est illustrée par la figure 22 ci-dessous.
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Figure 22 : Schéma montrant I'organisation similaire des projections sensorielles olfactives des vertébrés et
des “invertébrés” (tirée de Brandslet, 2021). Chaque OSN de I’OE et de I’antenne exprime un OR spécifique
(représenté par le code couleur) et tous les OSN exprimant le méme OR innervent le méme glomérule dans le
systéme nerveux central ; le bulbe olfactif chez les mammiféres et le lobe antennaire chez le papillon. Les
neurones de second ordre de I’OB et du lobe antennaire (cellules mitrales et a panache chez les vertébrés,
neurones de projection chez les insectes) projettent ensuite vers des régions corticales dont le cortex
piriforme, ou les corps pédonculés (= Mushroom Body) respectivement puis vers l'amygdale chez les

vertébrés et le protocerebrum latéral chez les “invertébrés”.
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I1.1.4 Les neurones post-synaptiques du premier relai olfactif dans le systéme

nerveux central

Les principales cibles des OSN dans ’OB des mammiferes sont les cellules mitrales et
cellules a panache. Ce sont les cibles excitatrices des axones des OSN dans la couche
glomérulaire qui, en tant que neurones de projection, projettent a distance et transmettent
donc les informations olfactives a des centres supérieurs. Ces cellules possédent une dendrite
apicale qui projette dans le neuropile glomérulaire et plusieurs dendrites latérales qui
s’étendent dans la couche plexiforme externe (External Plexiform Layer, EPL) de I’OB. On
trouve un autre type de neurones, les cellules a panache externes avec leurs corps cellulaires
proches de la couche glomérulaire, qui possédent un panache apical dans le neuropile
glomérulaire et parfois des dendrites latérales qui projettent dans I’EPL (Lodovichi 2021;
Tufo et al. 2022).

De méme qu’un glomérule n’est innervé que par des axones sensoriels olfactifs d’'une méme
identité en terme d’OR, la dendrite apicale d’une cellule mitrale ou a panache n’est en
connexion qu’avec un seul glomérule. Les cellules mitrales et a panaches subissent au cours
de leur développement un processus de maturation, durant lequel les cellules mitrales et a
panache innervent au départ plusieurs glomérules avec leurs dendrites apicales, qui vont
ensuite toutes se rétracter, sauf une, pour n’avoir plus qu’une seule projection glomérulaire.
Un glomérule va alors définir une unité fonctionnelle appelée “colonne d’odeur”. Chaque
colonne d’odeur transporte les informations sensorielles issues d’un seul OR. Les cellules a
panache projettent essentiellement sur le noyau olfactif antérieur et le tubercule olfactif,
tandis que les cellules mitrales projettent plus largement sur différentes régions corticales
(dont le cortex piriforme, le noyau olfactif antérieur, le tubercule olfactif et le cortex
entorhinal latéral), ainsi que sur I’amygdale (Figure 22) (Takeshi Imai 2014; Lodovichi
2021).

Chez les insectes, les ORN innervent les neurones de projection dans les glomérules (W. Pan
2013). On retrouve des neurones de projection uniglomérulaires qui transférent 1’information
issue d’un seul glomérule et les neurones de projection multi-glomérulaires qui transférent
I’information de plusieurs glomérules vers les corps pédonculés (= Mushroom bodies en
anglais) puis vers le protocerebrum latéral (Fig.22) (Zhao et McBride 2020; Steele, Lanz, et
Nagel 2023).
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Dans I’0OB mature des mammiféres, on trouve également, et trés majoritairement d’ailleurs,
des interneurones GABAergiques (Tufo et al. 2022). Ce sont les cellules périglomérulaires
situées dans la couche glomérulaire, sur lesquelles les axones des OSN ¢tablissent également
des synapses, et également les cellules granulaires localisées dans la couche des cellules
granulaires. Les dendrites des cellules granulaires contactent les dendrites latérales des
cellules mitrales et a panache dans I’EPL formant ainsi des synapses dendro-dendritiques qui
assurent une balance entre excitation et inhibition (Tufo et al. 2022). Des neurones inhibiteurs
locaux (ou interneurones locaux) sont également présents dans le lobe antennaire des insectes

pour moduler les signaux olfactifs (Fig. 22) (Zhao et McBride 2020).

Pour conclure cette partie, les études trés détaillées qui ont été faites chez le rat et la souris
d'une part (modeles mammiferes), et chez les insectes d'autre part, ont montré de grands
principes d'organisation similaire. Il est remarquable de noter qu’il existe un grand nombre de
genes codant pour les OR dans ces deux taxons, que les OSN/ORN expriment chacun un seul
de ces OR et que tous ceux qui expriment le méme OR vont converger vers les mémes cibles
glomérulaires dans le premier relai de I’information sensorielle olfactive. Méme si les
mécanismes a la base de ce processus difféerent entre les mammiféres et les insectes, on
observe dans les deux groupes d’animaux la formation d’une carte glomérulaire dans le
premier relai de projection des neurones sensoriels olfactifs (pour revue voir (T. Imai,

Sakano, et Vosshall 2010).

Bien que de nombreuses connaissances aient été acquises sur le développement et
l'organisation fonctionnelle du systéme olfactif des vertébrés, avec le modele souris, et des
insectes, il demeure encore beaucoup d'inconnues sur les étapes précoces et les mécanismes
permettant la mise en place de ce systeme stéréotypé. Chez les vertébrés, le modele souris est
mal adapté pour étudier les stades précoces de la mise en place du systeme olfactif ainsi que
sa dynamique. C’est pourquoi j’ai étudié, dans le cadre de ma thése, le développement du

systéme olfactif du poisson-zebre que je vais maintenant aborder dans une seconde partie.

I1.2 Le développement du systeme olfactif du poisson-zébre

Méme si le milieu de vie des poissons-zebres est tres différent de celui de la majorité des

mammiferes et des insectes, leurs systémes olfactifs sont trés ressemblants.
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Le systeme olfactif des poissons-zebres adultes est composé de deux structures principales,
I’OE périphérique, situé dans la cavité nasale, qui contient notamment les différentes
populations d’OSN, et I’OB dans le télencéphale qui recoit les projections axonales des OSN.
Dans I’OE, I’extrémité des dendrites des OSN est en contact direct avec le milieu aquatique
extérieur. Les odeurs sont détectées par les OSN au niveau de ces dendrites et le signal
produit doit ensuite étre acheminé par les axones vers les glomérules de I’OB. L’OB est
compos¢ de trois zones, ’ONL par laquelle les axones pénétrent 1’OB, la couche
glomérulaire ou se trouve les glomérules, 1a ou les axones des OSN établissent des synapses
avec les dendrites des cellules mitrales et a panache, des cellules périglomérulaires et enfin la
couche cellulaire interne qui contient les corps cellulaires des cellules mitrales et & panache et
les dendrites des cellules granulaires. Chez le poisson-zébre, la régle un OSN = un OR est

¢galement vérifiée et tous les OSN exprimant le méme OR projettent leurs axones dans le

méme glomérule (Fig.23).
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Figure 23 : Schéma représentant le systéme olfactif chez le poisson-zébre adulte (tirée de (Calvo-Ochoa et
Byrd-Jacobs 2019). (A) Localisation du systéme olfactif du poisson-zébre. (B) L'organe olfactif est organisé
en lamelles. (C) L’OE est composé de différents types d’OSN : a microvillosité (mv), ciliés (cl), a crypte (cr),
kappés (kp), en poire (pr); dont les axones fasciculent en sortant de I’OE, pour former I’ON et innerver 1’OB.

(D) ’OB est formé de trois compartiments, ’ONL, la couche glomérulaire (GL) et la couche cellulaire
interne (ICL).

L’¢établissement de ce systéme tres stéréotypé nécessite la participation de différents facteurs

a différentes étapes, de la morphogenese de la placode olfactive (Olfactory Placode, OP), le
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tissu embryonnaire qui préfigure le futur OE, jusqu’a la maturation d’un systéme fonctionnel.
Dans cette partie, je vais détailler trois grandes étapes de la mise en place du systéme olfactif
chez le poisson-zebre : (1) la morphogenese de I’OP, (2) le cheminement des axones olfactifs

vers I’OB et (3) I’innervation de ’OB.

I1.2.1 Morphogenése de la placode olfactive

Chez les poissons, I’étude des cartes des destins cellulaires a permis de localiser les
précurseurs de plusieurs tissus trés précocement au cours du développement. Kozlowski et
ses collegues ont par exemple étudi¢ ces destinées cellulaires en injectant des embryons au
stade une cellule avec du dextran couplé avec de la fluorescéine cagée. Ils ont illuminé avec
un faisceau ultraviolet différents groupes de cellules & un stade donné pour activer le
fluorophore et suivre au cours du temps le devenir de ces groupes de cellules devenues
fluorescentes. Ils ont ainsi découvert que les cellules localisées ventro-latéralement mais
proche du pole animal ou directement au pdle animal au moment de I’illumination (au stade
50% épibolie/shield) faisaient ensuite partie de ’OP et du télencéphale adjacent a 24 hpf
(Kozlowski et al. 1997).

Le terme placode est classiquement défini comme un épaississement de ’ectoderme des
embryons qui donne naissance a différentes structures du systéme nerveux périphérique. La
paire de placodes la plus rostrale a été décrite comme donnant naissance aux organes
sensoriels olfactifs chez les mammiféres, les oiseaux, les amphibiens et les poissons (Hansen
et Zeiske 1993).

Le développement de I’OP peut étre lui-méme divisé en 4 étapes : (1) spécification du
domaine de I’OP dans I’ectoderme neural, (2) mouvements cellulaires donnant lieu a la
condensation/coalescence des cellules formant I’OP, (3) différenciation/neurogenése des
différents sous-types de neurones dans I’OP et (4) morphogenese tardive de 1’OP. Je vais

maintenant aborder en détail ces quatre étapes de développement.

11.2.1.a Origine/spécification des placodes sensorielles

Chez les vertébrés, un certain nombre d’organes et de neurones sensoriels proviennent de
placodes craniennes qui partagent des caractéristiques communes. Il est généralement admis
que I’ensemble de 1’organe sensoriel olfactif des poissons-zeébres se développe a partir des
OP, mais une contribution des NCC a aussi été proposée (Saxena, Peng, et Bronner 2013), qui
fait débat encore aujourd’hui (Rapha€l Aguillon et al. 2018). Les cellules des OP sont

localisées de part et d’autre du cerveau antérieur, sous 1’épiderme (Hansen et Zeiske 1993).
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Les cellules précurseurs de 1I’OP proviennent de la région pré-placodale (Pre Placodal
Region, PPR) appelée également le primordium pan-placodal. C’est un domaine en forme de
fer a cheval qui entoure la partie antérieure de la plaque neurale et qui est composé des
précurseurs des différentes placodes contenus dans des régions qui se chevauchent (S. Sato et
al. 2010; Raphaél Aguillon et al. 2018; R. Aguillon, Blader, et Batut 2016; Marie Anne Breau
et Schneider-Maunoury 2014). La partie antérieure de la PPR qui deviendra I’OP est
caractérisée par 1’expression des familles de facteurs de transcription six, eya, dlx et irx. Le
gene distal-less 3 (dIx3b) est le premier marqueur de I’OP a étre exprimé dans la PPR a 8 hpf.
Au stade de 10 hpf, c’est au tour de six4b, d’eyal et d’irx d’étre exprimés (R. Aguillon,
Blader, et Batut 2016). Chez le poisson-zebre, six4b et dix3b (Kathleen E. Whitlock et
Westerfield 2000; K.E. Whitlock 2008; Harden et al. 2012; Torres-Paz et Whitlock 2014; R.
Aguillon, Blader, et Batut 2016; Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021) sont exprimés dans la
PPR et persistent pendant la formation de plusieurs placodes dont I’OP (Harden et al. 2012).
La PPR est spécifiée grace a différentes voies de signalisation, notamment les signalisations
induites par FGF, BMP et Wnt (Schlosser 2006; Streit 2004). Plus récemment, il a ét€ montré
que dIx3b/4b participent a cette spécification en diminuant 1’activité de BMP (Esterberg et
Fritz 2009).

Le domaine de I’OP se développe de manicere coordonnée avec les NCC céphaliques,
localisées postérieurement a la PPR (Fig.24) (Kozlowski et al. 1997; K.E Whitlock, Wolf, et
Boyce 2003; K.E. Whitlock 2008; Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000; Torres-Paz et
Whitlock 2014). Les NCC céphaliques sont multipotentes et quittent la partie dorsale du tube
neural pour migrer dans I’embryon et se différencier en une grande diversité de types
cellulaires incluant les neurones et les cellules gliales du systéme nerveux périphérique, et

une partie des os et des cartilages de la face (Harden et al. 2012).

Initialement, les précurseurs des placodes craniennes sont situés dans des régions de la PPR
qui se chevauchent. Le processus de coalescence permet ensuite aux cellules des placodes de
se rassembler en structures placodales compactes et bien séparées les unes des autres (Marie
Anne Breau et Schneider-Maunoury 2014). Dans mon introduction je me concentrerai

uniquement sur la coalescence de 1’OP.
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11.2.1.b Mouvements de coalescence des placodes olfactives

® Mise en évidence des mouvements de coalescence

L’analyse du profil d’expression de plusieurs marqueurs par hybridation in situ, ainsi que
I’établissement de cartes des destins cellulaires ont suggéré I’existence de
remaniements/mouvements cellulaires au sein du domaine de I’OP, donnant lieu aux placodes
compactes et sphériques de part et d’autre du cerveau antérieur.

Durant les stades de gastrulation (a partir de 8 hpf, (Kimmel et al. 1995)), les cellules qui
deviendront la future OP expriment le facteur de transcription dix3 (Kathleen E. Whitlock et
Westerfield 2000; Harden et al. 2012; Torres-Paz et Whitlock 2014; Torres-Paz, Tine, et
Whitlock 2021; R. Aguillon, Blader, et Batut 2016). A 12 hpf, un groupe de cellules dix3
positives forme une bande continue d’environ quatres cellules de large qui “entoure”
latéralement la partie antérieure de la plaque neurale. Dans ce groupe de cellules, le marquage
de dIx3b diminue en intensité lorsque 1’on se rapproche du centre de la plaque neurale
(Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000; Torres-Paz et Whitlock 2014; Torres-Paz, Tine, et
Whitlock 2021). A 14-16 hpf, les cellules dix3 positives de I’OP commencent a s’agréger
pour former a 24 hpf un agrégat ovale de cellules selon 1’axe antéro-postérieur (AP) et
circulaire selon 1’axe dorso-ventral (DV), on parle de coalescence de I’OP (Fig.24) (Hansen
et Zeiske 1993; Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000). Les cellules qui expriment moins
dix3 vers le centre de la plaque neurale deviennent télencéphaliques (Kathleen E. Whitlock et
Westerfield 2000; Torres-Paz et Whitlock 2014; Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021). C’est
donc une large région du domaine d’expression de dlx3 qui donne naissance aux OE et aux
OB (K.E. Whitlock 2008).

L’équipe de K. Whitlock a caractérisé plus en détail cette coalescence le long de la plaque
neurale et le devenir des cellules qui expriment dix3. Dans le but d’établir une carte des
destins cellulaires, ils ont marqué des cellules individuelles faisant partie de la région
antérieure de la plaque neurale a 12 hpf et ont observé a 50 hpf que ces cellules donnent
naissance au systeéme olfactif, incluant les deux OP condensées de part et d’autre du
télencéphale (Fig.24). Ils ont également observé qu’en fonction de leur position le long de la
plaque neurale, les cellules participent a différentes parties de ’OP. Les cellules antérieures
de la plaque neurale deviendront les cellules antérieures de I’OP (Fig.24, cellules oranges)
alors que les cellules postérieures de la plaque neurale se positionneront a proximité de I'ceil,

dans la partie latérale et dorsale de ’OP (Fig.24, cellules rouges et vertes). Les cellules
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exprimant plus faiblement d/x3 donnent naissance au télencéphale qui comprend 1’OB
(Fig.24, cellules jaune) (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000; Torres-Paz et Whitlock
2014; Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021). Leurs résultats suggérent donc que dés 12 hpf, les
cellules formant I’OP sont prédestinées (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000).
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Figure 24 : Représentation schématique du systéme olfactif avant puis apres la coalescence de la placode
(tirée de Whitlock et Westerfield 2000). (A) Vue dorsale schématique d’un embryon a 12 hpf. Les bords noirs
délimitent le groupe de cellules qui donnera naissance a 1’OP, celui qui donnera naissance au télencéphale
(jaune) et les NCC pré-migratrices (postérieures). Le code couleur des cellules correspond a leur devenir a 50
hpf. (B) Vue ventrale schématique de la téte d’un embryon a 50 hpf. L’OP de droite suit le code couleur de la
figure A, I’OP de gauche schématise les axones des OSN qui migrent de I’OP vers ’OB dans le télencéphale.

Ces analyses suggérent que des mouvements cellulaires remanient les domaines contenant les
précurseurs des OP, initialement allongés de part et d’autre du cerveau antérieur, pour donner
les tissus compacts et sphériques des OP. Ces mouvements de coalescence ont été visualisés
une premiere fois par imagerie /ive en utilisant une lignée transgénique tg(six4b:mCherry),
permettant de suivre les cellules précurseurs de I’OP et de mettre en évidence notamment leur
mouvement antéro-postérieur (Harden et al. 2012). D’autres expériences d’imagerie live
réalisées sur la lignée transgénique zg(ngnl:gfp) (Blader, Plessy, et Strdahle 2003), permettant
de visualiser les premiers neurones a se différencier dans I’OP (Madelaine, Garric, et Blader
2011), ont montré que des cellules gfp positives réparties le long de la plaque neurale
antérieure a 14-16 hpf s’agregent le long de I’axe antéro-postérieur (Fig.24 & Fig.25) tout en
s'épaississant médio-latéralement et dorso-ventralement (M. A. Breau et al. 2017; Raphaél

Aguillon et al. 2019). Des analyses de tracking (suivi des trajectoires) de cellules
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individuelles sur ces films ont révélé que les cellules de I’OP se déplacent d’abord de maniére
antéro-postérieure et parall¢le a la surface du télencéphale pour converger vers le centre de la
future placode (mouvements de convergence), puis latéralement pour s’¢loigner de la surface
du cerveau (mouvements latéraux). Les cellules centrales présentent un mouvement
majoritairement latéral. La phase de mouvement latéral de ces neurones s’accompagne d’une
extension rétrograde de leurs axones qui restent accrochés a la surface du cerveau (Fig.25)
(M. A. Breau et al. 2017). A 22 hpf, la coalescence de I’OP est terminée (M. A. Breau et al.
2017).
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Figure 25 : Le déplacement antéro-postérieur (mouvement de convergence) des cellules de I’OP) se fait de
manicre active tandis que le déplacement latéral est passif (adaptée de Breau et al. 2017). (a) Les cellules aux
extrémités antéro-postérieures de I’OP convergent activement vers le centre de la future OP (fléches rouge,
convergence active). Les cellules centrales migrent latéralement de fagon passive tandis que leur protrusion
axonale reste accrochée a la surface du cerveau, menant a un processus d’extension rétrograde de leurs
axones (cellules bleues et fleches bleues). (b) La morphogenése de 1'eeil exerce des forces de traction qui

provoquent le mouvement latéral des cellules de I’OP (fléche verte) (Monnot et al. 2022).

Durant la coalescence de I’OP, on détecte peu de cellules apoptotiques ou en division dans le
domaine placodal. Lorsque I’on perturbe individuellement ces processus, cela n’impacte pas
la forme finale de I’OP. Ceci montre que ni I’apoptose (M. A. Breau et al. 2017) ni la
prolifération cellulaire jouent un réle dans la coalescence de I’OP (Kathleen E. Whitlock et
Westerfield 2000; K.E. Whitlock 2008; M. A. Breau et al. 2017), qui est donc principalement

médiée par les mouvements cellulaires décrits plus haut.
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o  Mouvements cellulaires ayant lieu dans les tissus adjacents a la placode olfactive

La coalescence de I’OP s’accompagne de mouvements cellulaires dans les autres tissus ou
populations de cellules présents dans la téte des embryons de poisson-zebre, notamment le
cerveau antérieur, ’ceil et les NCC céphaliques. Ces mouvements sont susceptibles

d’influencer la coalescence de I’OP (et inversement).

Pour mieux comprendre les mouvements de morphogeneése précoce menant au
développement de I’OP et de I’OB, Torres-Paz et al. 2014 ont filmé des embryons
transgéniques 1g([-actin:GAP43-GFP) permettant de visualiser les membranes de toutes les
cellules, injectés avec de ’ARNm H2B:RFP afin de marquer de mani¢re aléatoire et
mosaique le noyau de certaines cellules. Ils ont ensuite analysé les mouvements de différentes
cellules en fonction de leur identité/position finale. Les films ont été réalisés de 11 a 14 hpf,
une période qui préceéde la coalescence de 1I’OP. Ils ont observé un mouvement directionnel
antérieur coordonné des précurseurs de I’OP et du télencéphale, ce qui soutient I’idée d’un
développement coordonné des deux tissus (Torres-Paz et Whitlock 2014). A des stades plus
tardifs, le suivi de cellules du télencéphale exprimant le transgéne tg(ngnl.:gfp) a montré
qu’elles continuent ce mouvement directionnel antérieur pendant la coalescence de 1’OP,
alors que les cellules de ’OP montrent un profil de mouvements différent (convergence et

mouvements latéraux) (M. A. Breau et al. 2017; Monnot et al. 2022).

L’OP est également adjacente a 1'eeil, localisé ventro-postérieurement, qui subit une
réorganisation morphologique importante pendant la coalescence de 1I’OP. En effet, les
précurseurs de 1'ceil vont d’abord s’évaginer pour former la vésicule optique, qui s’invagine
ensuite pour former la coupe optique entourant le cristallin. Les mouvements cellulaires
associés a cette réorganisation ont une forte composante médio-latérale et ont lieu en méme
temps que le déplacement latéral des cellules de I’OP (Kwan et al. 2012; Martinez-Morales,
Cavodeassi, et Bovolenta 2017; Cavodeassi 2018; Monnot et al. 2022). Je présenterai plus
loin les expériences qui ont montré que les mouvements de morphogenese de I'ceil
influencent la coalescence de I’OP et notamment la phase des mouvements latéraux (Monnot

et al. 2022).

Postérieurement a la PPR, on trouve les NCC (Fig.24) (Kathleen E. Whitlock et Westerfield
2000; Torres-Paz et Whitlock 2014), cette population de cellules émanant du tube neural et

88


https://www.zotero.org/google-docs/?CQ5mLW
https://www.zotero.org/google-docs/?sZRY3v
https://www.zotero.org/google-docs/?zFC7iq
https://www.zotero.org/google-docs/?zFC7iq
https://www.zotero.org/google-docs/?Ar90wF
https://www.zotero.org/google-docs/?Ar90wF
https://www.zotero.org/google-docs/?ZFP96E
https://www.zotero.org/google-docs/?ZFP96E

migrant extensivement dans 1’embryon pour donner divers types cellulaires. Grace a la lignée
tg(sox10:EGFP), la migration des NCC peut étre suivie dans des expériences d’imagerie /ive.
Des films réalisés avec des embryons double transgéniques fg(sox/0:EGFP);
tg(six4b:mCherry), qui permettent de suivre a la fois les NCC et les cellules de 1’OP, ont
montré que les NCC céphaliques migrent antérieurement a partir de 15 hpf pour venir
entourer I’OP a 19 hpf, pendant sa coalescence. Dans ces films, on n’observe pas de mélange
des deux types de cellules durant la migration (Harden et al. 2012). D’autres films réalisés de
16 a 19 hpt sur des embryons tg(B-actin: GAP43-GFP), tg(sox10:RFP) ont confirmé que la
coalescence de I’OP est concomitante des mouvements de migration des NCC (Harden et al.
2012; Torres-Paz et Whitlock 2014). Les NCC semblent également réguler en partie la
coalescence de I’OP, car chez les mutants foxd3, dans lesquels le développement des NCC est
affecté, il y a une légere augmentation de la dimension dimensions ML de I’OP (Monnot et

al. 2022).

11.2.1.c Mécanismes régulant la coalescence des placodes olfactives

On sait que la formation de I’OP implique deux types de mouvements : la convergence des
cellules provenant des extrémités antéro-postérieures du domaine placodal, et le mouvement
latéral des cellules centrales (Fig.25). Quels sont les mécanismes qui régulent ces

mouvements cellulaires ?

Des ¢études réalisées dans mon laboratoire d'accueil ont cherché a déterminer si les
mouvements de convergence et les mouvements latéraux des cellules de 1’OP représentent
des processus de migration cellulaire active, c’est-a-dire impliquant le cytosquelette (actine,
myosine II et/ou microtubules) interne a ces cellules. La perturbation pharmacologique de la
contractilit¢ de 1’actomyosine, la machinerie moléculaire qui produit les forces mécaniques
au sein des cellules et des tissus, entraine des défauts de coalescence de I’OP qui reste
allongée le long de ’axe antéro-postérieur, et est plus fine médio-latéralement, ce qui suggere
que la convergence et/ou les mouvements latéraux sont impactés. Pour comprendre si le role
de I’actomyosine dans les mouvements de convergence et les mouvements latéraux est
cellulaire autonome, des expériences de transplantations ont été réalisées, permettant
d’exprimer de mani¢re mosaique dans les OP un dominant négatif (DN) de la Rho-GTPase
RhoA, un régulateur en amont de la myosine II (DN-RhoA). Cette expression mosaique
entralne un positionnement ectopique antérieur et postérieur de certaines cellules

DN-RhoA-positives, ce qui montre un rdle au moins partiel et cellulaire autonome de RhoA
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dans la convergence antéro-postérieure. Par contraste, la distribution des cellules exprimant
DN-RhoA n’est pas modifiée le long de I’axe médiolatéral, ces cellules semblent effectuer
normalement le mouvement latéral. Des observations similaires ont été réalisées avec
I’expression d’un dominant négatif de Racl, une autre Rho-GTPase régulant Ia
polymérisation de 1’actine. Ces résultats sont renforcés par des expériences d’imagerie /ive
qui permettent de détecter des accumulations de myosine II et d’actine dans le soma des
cellules, qui coincident avec les mouvements de convergence, mais qui ne sont pas retrouvées
lors des déplacements latéraux. Ces données suggerent que la convergence antéro-postérieure
des cellules de I’OP se fait de maniére active sous 1’influence de la contraction intrinséque de
I’actomyosine, tandis que les déplacements latéraux sont passifs, médiés par des forces

extrinseques (Fig.25) (M. A. Breau et al. 2017).

Deux études ont montré que la convergence active des cellules de I’OP se fait sous le contrdle
de la voie chimiotactique cxcll2a/cxcr4b (Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007,
Raphaél Aguillon et al. 2019).

Dans une premicre étude, Miyasaka et ses collégues ont commencé par analyser par
hybridation in situ 1’expression de la chimiokine cxcl/l2a et de son récepteur cxcr4b. cxcr4b
est exprimé dans des cellules situées sur les bordures latérales de la plaque neurale antérieure,
qui correspondent aux cellules qui forment 1’OP, puis dans I’OP a 20 hpf. cxcll2a est exprimé
au niveau du tube neural antérieur (localisé entre les deux bandes exprimant cxcr4b) a partir
de 14 hpf, puis son expression se restreint au télencéphale antérieur. Le domaine d’expression
de cxcr4b semble se rapprocher des sources de cxc/l2a. Ces observations suggerent que le
couple cxcll2a/cxcr4b joue un rdle dans 1’assemblage de I’OP (Nobuhiko Miyasaka, Knaut,
et Yoshihara 2007). Pour tester cette hypothése, les auteurs ont utilisé le mutant odysseus
(ody), qui exprime une version tronquée, non fonctionnelle, de cxcr4b. Les embryons
homozygotes mutants présentent des défauts de morphogenese de I’OP avec notamment des
cellules ectopiques ventro-médiales. Le positionnement des cellules est altéré sans que la
prolifération ne soit affectée (Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007). Le méme
résultat est observé avec des morpholinos ciblant cxcr4b ou cxcll2a, et un mutant cxcll2a
(Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007). De plus, en induisant par choc thermique
une surexpression globale ou locale de cxcll2a, les auteurs observent des défauts
d'assemblage de I’OP avec un phénotype qui ressemble a celui des morphants cxcr4b ou des
mutants ody. Dans le cas d’une surexpression locale de cxc/l2a (obtenue par injection

d’ADN), des cellules de I’OP se retrouvent proches des sources ectopiques de cxcll2a,
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indiquant un effet chimioattractant de cxc//2a (Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara
2007). Ces expériences montrent que la signalisation exercée par cxcll2a/cxcr4b est
nécessaire pour la convergence active de I’OP le long de 1’axe antéro-postérieur (Fig.26)

(Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007; Raphaél Aguillon et al. 2019).
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Figure 26 : Schéma récapitulatif du développement de la placode olfactive (OP) (tirée de Miyasaka et al.
2013). A gauche, les domaines placodaux se développent dans la partie antérieure de la plaque neurale, la
PPR (vert). Leur spécification est permise par I’expression de plusieurs facteurs de transcriptions (cadre vert).
Au milieu, la coalescence des cellules précurseurs de I’OP se fait sous le contréle du couple Cxcll2a/Cxcr4b
entre autres. Les fléches représentent des mouvements antérieurs, mais on sait aujourd’hui que les
mouvements impliqués sont plus complexes (convergence et mouvements latéraux). A droite, la neurogenése
des neurones olfactifs est régulée par différents facteurs de transcription comme foxg!, et neurogl/neurod4

qui agissent de maniére redondante.

Dans une étude récente, Aguillon et ses collegues ont analysé plus précisément le role de la
voie cxcll2a/cxcr4b dans les mouvements de coalescence, et la régulation de cette voie par le
facteur de transcription neurogenin 1 (neurogl). Je résume ici leurs principaux résultats
(Rapha€l Aguillon et al. 2019). Des expériences d’imagerie /ive montrent que chez les
mutants neurogl, il y a un retard dans la convergence antéro-postérieure au cours de la
coalescence de I’OP (alors que le mouvement latéral ne semble pas ou peu diminué, d’aprés
les trajectoires présentées). La migration des cellules de I’OP postérieures et centrales est peu
affectée tandis que celle des cellules antérieures est trés modifiée. Ce phénotype récapitule

celui des mutants cxcll/2a et cxcr4b, suggérant un possible lien entre neurogl et la voie
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cxcll2a/cxcr4b. Chez les mutants neurogl, on observe que 1’expression de cxcr4b (mais pas
celle de cxcli2a) est réduite a 12 et 15 hpf puis reprend a 18 hpf, lorsque neurod4 (qui sera
décrit plus tard dans le texte) s’exprime (Madelaine, Garric, et Blader 2011; Raphaél
Aguillon et al. 2019). Lorsque I’on réintroduit cxcr4b par une expression transgénique chez
les mutants neurogl, on restaure la migration correcte des cellules antérieures. Enfin, des
expériences d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) et d’analyse du promoteur de
cxcr4b par transgenése/mutagenese ont confirmé que cxcr4b est régulé par neurogl et en est
une cible directe (Raphaél Aguillon et al. 2019). Ces résultats montrent que neurogl controle
la coalescence de 1I’OP, et notamment la convergence active, en régulant I’expression de

cxcr4b (Fig.26) (Raphaél Aguillon et al. 2019).

Les cellules de I’OP se déplacent ensuite latéralement tandis que leurs protrusions axonales
restent attachées a la surface du cerveau (extension rétrograde des axones). Comme décrit
plus haut, ce déplacement latéral semble se faire de manicre passive, sous ’effet de forces
mécaniques extrinséques qui pourraient pousser ou tirer les cellules latéralement (Fig.25) (M.

A. Breau et al. 2017). Quelle est I’origine de ces forces extrinséques ?

Les forces qui permettent le déplacement latéral passif des cellules de I’OP pourraient par
exemple provenir de la compression des cellules qui convergent activement le long de I’axe
antéro-postérieur, ou d’une traction latérale opérée par un tissu adjacent (M. A. Breau et al.
2017). Afin de tester I’hypothése de la compression, mon laboratoire d'accueil a tout d’abord
réalisé des expériences d’ablation des cellules les plus antérieures et postérieures de I’OP. Ces
ablations n’ont pas perturbé les mouvements latéraux des cellules restées au centre, réfutant
I’hypothése de forces issues d’une compression par des cellules placodales en cours de
convergence. Un candidat pouvant exercer une force de traction latérale sur ces cellules est le
tissu de I'eeil, qui se forme pendant la coalescence de I’OP, a proximité immédiate. L’analyse
quantitative des mouvements cellulaires latéraux de I'ceil et de I’OP montrent qu’ils sont
fortement corrélés. Le déplacement latéral des cellules de I’OP est affecté chez des mutants
sans yeux (mutants rx3), ce qui suggere que la formation de I'eeil est nécessaire pour la
coalescence de 1I’OP, et notamment pour les mouvements latéraux. Par ablation laser, Monnot
et ses collégues ont pu estimer la tension a laquelle les cellules de I’OP sont soumises au
niveau du bord latéral de la placode, et ont observé que chez les mutants sans yeux, elle était
plus faible que chez les controles. L’ensemble de ces résultats suggere que 1'ceil exerce des

forces latérales de traction qui provoquent le mouvement latéral des cellules de I’OP et
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I’extension rétrograde de leurs axones (Fig.25) (Monnot et al. 2022). Enfin, des expériences
de digestion enzymatique de la MEC localisée entre I'eeil et I’OP indiquent un réle potentiel
de cette matrice dans la propagation des forces de 1’ceil vers les cellules de I’OP (Monnot et

al. 2022).

Ainsi, selon le modele actuel, la voie cxcll2a/cxcr4b régule la convergence active de I’OP
dans la direction antéro-postérieure, probablement en stimulant la contractilit¢ de
I’actomyosine, et les forces mécaniques induites par la morphogenese de I'eeil régulent le
mouvement latéral passif (Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007; M. A. Breau et al.
2017; Raphaél Aguillon et al. 2019; Monnot et al. 2022) (Miyasaka 2007, Breau 2017,
Aguillon, 2020; Monnot 2022). Comment la voie cxcll2a/cxcr4b et les forces mécaniques

exercées par |’ceil coopérent pour controler la morphogenese de 1’OP reste a découvrir.

11.2.1.d Neurogenése des OSN

La neurogenése est un mécanisme essentiel dans 1’établissement du systéme nerveux, qui
permet la production des bons neurones au bon endroit et au bon moment, et en nombre
approprié¢. Comment s’effectue la neurogenése dans I’OP et comment est-elle couplée aux

mouvements de morphogenése/coalescence ?

Plusieurs facteurs de transcription sont impliqués dans la neurogenese de I’OP. C’est le cas de
foxgl, un facteur de transcription de la famille “forkhead”, qui est fortement exprimé a 16 hpf
dans le télencéphale, a proximité des futures OP, et plus faiblement dans I’OP (Duggan et al.
2008) et de neurogl, exprimé dans la partie antérieure de la plaque neurale qui fonctionne de
manicre redondante avec neurod4 (Park et al. 2003; Madelaine, Garric, et Blader 2011).
L’¢tude de morphants foxg/ montre qu’il y a moins d’OSN ciliés et d’OSN a microvillosité
(Duggan et al. 2008), ce qui indique que ce facteur est nécessaire pour la neurogenése des
OSN (Fig.26).

Les neurones exprimant neurogl, visualisés grace a la lignée tg(ngni:gfp), expriment HuC/D,
un marqueur de neurones post-mitotiques (Madelaine, Garric, et Blader 2011; M. A. Breau et
al. 2017) et sont également marqués par 1’anticorps zms-2, reconnaissant les neurones
pionniers qui sont considérés comme les premiers a allonger leur axone dans le cerveau
(Madelaine, Garric, et Blader 2011). Les neurones exprimant tg(ngnl:gfp) sont donc les
premiers neurones a se différencier dans I’OP (Early Olfactory Neurons, EON) (Madelaine,

Garric, et Blader 2011). neurod4 est également exprimé dans I’OP et le télencéphale aux
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stades précoces de morphogenese de 1’OP. Chez les mutants neurogl, on ne voit pas
d’expression de neurod4 jusqu’a 19 hpf. Chez les mutants neurogl et les morphants neurod4
il y a une diminution du nombre d’EON. L’injection d’un morpholino dirigé contre neurod4
chez des embryons mutants neurogl provoque une réduction encore plus importante du
nombre d’EON, et un sauvetage partiel de neurod4 permet de restaurer le nombre d’EON. En
utilisant le BrdU pour suivre les divisions cellulaires, les auteurs observent que cette
diminution est causée par un arrét du dernier cycle cellulaire des EON (Madelaine, Garric, et
Blader 2011). Ces expériences montrent que la neurogenese des EON est controlée par
I’action redondante de neurogl et neurod4 (Fig.26). De plus, chez les double
morphants/mutants, il n’y a pas d’expression d’omp (Olfactory Marker Protein) avant 48 hpf
ce qui montre que le formation des OSN matures dépend également de la fonction redondante
de neurogl et de neurod4 (Fig.26) (Madelaine, Garric, et Blader 2011). Le facteur de
transcription neurogl semble donc contrdler a la fois la neurogenése et la coalescence de

I’OP, ce qui en fait un élément clef dans le couplage entre les deux processus.

o Développement coordonné de la placode et du bulbe olfactif

Les facteurs de transcription dix3b/4b jouent un role dans la différenciation des précurseurs
de I’OP et de I’OB, assurant leur développement coordonné. En effet, 1’utilisation de
morpholinos ciblant dix3b et dix4b dans des embryons double transgéniques
tg(six4b:mCherry),; tg(sox3:GFP) permettant de visualiser les précurseurs de I’OP et de ’OB
respectivement, montre qu’a 24 hpf la taille de I’OP est réduite et qu’il y a une expression
ectopique temporaire de fg(sox3:GFP) dans la région de 1’OB/télencéphale. Chez les
morphants, on observe aussi que le télencéphale est plus grand et qu’il y a plus
d’interneurones dans I’OB. Ces résultats suggerent que la perte de fonction de dix3b/4b induit
un changement de spécification des cellules qui normalement se différencient en cellules de
I’OP : elles deviennent des cellules de I’OB/télencéphale. Ceci renforce 1’idée que les cellules
exprimant moins de d/x3b au centre de la plaque neurale antérieure deviennent des cellules de
I’OB/télencéphale (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000; Torres-Paz et Whitlock 2014;
Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021), alors que les cellules qui expriment plus fortement d/x3b
deviennent des cellules de I’OP. Cela montre que le développement du systeme olfactif
central (OB) et périphérique (OP) est 1ié¢ (Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021), et que le destin
des cellules de I’OP et de I’OB est régulé par le niveau d’expression des genes dlx3b/4b.
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I1.2.1.¢ Etapes plus tardives de la morphogenése de la placode olfactive

o Formation de la rosette de neurones et ouverture de la narine

Chez les poissons-zebres, les OSN sont directement en contact avec le milieu extérieur par
une ouverture qui se forme dans I’épithélium de la peau et qui préfigure la future narine
(Hansen et Zeiske 1993; Kathleen E. Whitlock et Westerfield 1998). C’est grace a I’ouverture
de la narine que les OSN vont pouvoir détecter les molécules odorantes via leurs OR.

Mon équipe a récemment mis en évidence les mécanismes qui sous-tendent I’ouverture de cet
orifice dans 1’épithélium de la peau (Baraban et al. 2023). Il était précédemment connu que
les neurones apicaux de I’OP, et notamment les OSN matures, s’organisent de maniere
circulaire, en rosette (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 1998; Yoshida et al. 2002; N.
Miyasaka 2005; Madelaine, Garric, et Blader 2011). Ce sont leurs dendrites situées au centre
de la rosette qui sont en contact avec 1’environnement extérieur.

Grace a la lignée 1g(-8.0cldnb:LY-EGFP) permettant de visualiser les cellules de I’OP ainsi
que les cellules de la peau (le périderme), mon laboratoire d'accueil a montré qu’a 26 hpf
I’OP est recouverte d’une monocouche de cellules de peau et que la narine n’est pas ouverte.
La rosette apicale de neurones est apposée a cette couche de cellules de peau a ce stade et une
petite cavité est présente au centre de la rosette. Mon équipe a montré par imagerie /ive que la
narine s’ouvre entre 28 et 34 hpf, juste au-dessus de cette cavité, par une perte locale de
contact entre les cellules de peau. Ni la mort cellulaire ni les divisions cellulaires ne semblent
impliquées dans ce processus d’ouverture. Mon équipe a enfin observé que perturber
I’activité de la myosine II spécifiquement dans les neurones de I’OP (grace au systeme
Gal4/UAS), inhibe I’ouverture de I’orifice de la narine dans la peau. Ceci démontre le role
mécanique des neurones de la rosette dans I’ouverture de la narine dans 1’épithélium de la

peau (Baraban et al. 2023).

o Flexure céphalique

Suite a la coalescence de I’OP, la flexure du cerveau antérieur (ou flexure céphalique), un
processus morphogénétique majeur qui génere la forme pliée de la partie antérieure du
cerveau des vertébrés, commence a remodeler les tissus de la téte. Des analyses d’expression
(par hybridation in situ) de différents geénes de patterning exprimés dans le cerveau ont

identifié que cette flexure a lieu entre les stades 24 et 48 hpf chez I’embryon de poisson-zebre
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(Fig.27) (Hauptmann et Gerster 2000). Les conséquences de ce processus morphogénétique
sur les tissus qui entourent le cerveau antérieur, incluant les OP, sont pour le moment
totalement inconnues, mais il est trés probable qu’il affecte le développement, la forme et/ou

la position de I’ensemble des tissus de la téte.

24 hpf —

Vue latérale

Figure 27 : Schéma représentant le mouvement de flexure céphalique chez le poisson-zeébre (adaptée de
Hauptmann et Gerster 2000). ¢, télencéphale ; hy, hypothalamus ; vt, thalamus ventral ; dt, thalamus dorsal ;

pt, prétectum, m, mésencéphale ; i, isthme, ce, cervelet ; h, cerveau postérieur.

I1.2.2 Croissance et navigation axonale

Le cheminement des axones vers leurs cellules cibles est un processus crucial pour la
formation correcte des circuits neuronaux. La navigation axonale est contrdlée par de
nombreux signaux intra-ou extracellulaires, afin que ces derniers atteignent leur cible, et

qu’une bonne transmission des signaux neuronaux soit assurée.

Les projections axonales des neurones de la placode olfactive se mettent en place selon quatre
grandes étapes que je détaillerai plus tard dans le texte : (1) les corps cellulaires migrent
latéralement tandis que leurs axones restent ancrés a la surface du cerveau, on parle
d’extension rétrogrades des axones. (2) Les axones sortent de I’OP au niveau du point de
sortie (Exit Point, EP), localisé dans la zone médio-ventrale de I’OP (Dynes et Ngai 1998), et
naviguent dans le cerveau de maniere fasciculée. (3) Une fois arrivés dans 1’OB, les axones
défasciculent et projettent vers les protoglomérules, qui sont leurs cibles intermédiaires dans
I’OB. (4) Enfin, un réarrangement des projections axonales permet que tous les axones dont

les OSN expriment le méme OR innervent les mémes glomérules (Fig.28). Dans la suite de
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mon introduction je me concentrerai plus particulierement sur les étapes (1) a (3) qui sont
celles que j’ai étudiées lors de mes travaux de these.

2. Croissance des axones fasciculés

4. Réarrangement des projections
dans le cerveau vers des glomerules individuels
14 = 22 hpf 22 - 32 hpf 32 -72 hpf a partir de 72 hpf
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Figure 28 : Les étapes du développement du systéme olfactif du poisson-zébre. (1) Les corps cellulaires des

neurones de I’OP s’¢loignent latéralement de la surface du cerveau tandis que leurs axones restent accrochés
a cette surface. La partie proximale des axones s’allonge donc dans I’OP via ce processus d’extension
rétrograde. (2) Les axones pénétrent dans le cerveau et migrent de maniére fasciculée vers I’OB. (3) Une fois
arrivés dans 1’OB, les axones défasciculent et projettent vers les protoglomérules, leurs cibles intermédiaires

dans I’OB. (4) Les projections se réarrangent pour que les axones dont les OSN expriment les mémes OR
innervent les mémes glomérules (fasciculation homotypique).

Il existe différents types de neurones dans I’OP, qui se différencient dans des régions
différentes de I’OP, et a des stades différents. Les premiers a se différencier sont les neurones
dits pionniers, qui sont unipolaires et localisés dans la région ventro-médiale de I’OP aux
stades embryonnaires, et dont les axones sont les premiers a sortir de I’OP (Kathleen E.

Whitlock et Westerfield 1998). La sous-population la plus représentée et la mieux
caractérisée est celle des OSN ciliés, qui expriment OMP (le promoteur omp est aussi
exprimé dans au moins une partie des neurones pionniers) et des OR classiques, ont de
longues dendrites et sont localisés dans les couches profondes de I’OE a I’age adulte (Hansen

et Zeiske 1993; Y. Sato 2005). L’expression du gene omp est détectable dans la rosette apicale

de I’OP a 28 hpf par hybridation in situ (Yoshida et al. 2002). L’OE contient également les
OSN a microvillosités qui expriment TRPC2 (Transient Receptor Potentiel Cation channel,
subfamily C, member 2b, TRPC?2) et des récepteurs olfactifs de type voméronasal V2R. Ces
OSN ont une dendrite plus courte et sont également localisés dans la rosette apicale aux

stades embryonnaires, et plus superficiellement que les OSN ciliés dans I’OE adulte (Hansen
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et Zeiske 1993; Y. Sato 2005). Ces deux classes d’OSN projettent dans des régions
différentes de ’OB (Y. Sato 2005; Lakhina et al. 2012). L’OE contient par ailleurs les OSN a

crypte dont je ne parlerai pas car ils sont peu détaillés dans la littérature.

De nombreuses équipes ont développé des outils pour visualiser de fagon spécifique ces
différentes populations de neurones et/ou leurs axones, et ont ainsi participé a la
caractérisation de la croissance et de la navigation des axones olfactifs chez le poisson-zebre
(Tableau 3). Parmi ces outils, on trouve de multiples lignées transgéniques mais aucune d’elle
n’a ¢été utilisée en imagerie /ive avec des intervalles de temps courts permettant d’analyser le
comportement dynamique des axones. Ainsi, la dynamique précise de la croissance et de la
navigation de ces axones restent encore peu caractérisées. Néanmoins, de nombreux
mécanismes moléculaires de guidage axonal ont ¢été mis en évidence grace a ces outils, je

décrirai ces mécanismes plus loin dans le texte.
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des différents outils permettant de visualiser les OSN et/ou leurs axones,

ainsi que des mécanismes mis en évidence grace a ces outils.
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11.2.2.a L’extension rétrograde des axones dans la placode olfactive

En effectuant des marquages mosaiques des cellules de 1’OP, soit par injection d’ADN soit
par transplantation, mon laboratoire d’accueil a observé que, pendant leur convergence
antéro-postérieure, les cellules de I’OP ont une forme de goutte avec une protrusion orientée
dans la direction de leur migration et en contact avec le cerveau. Ce contact se stabilise
lorsque les cellules arrivent au centre de I’OP (Fig.25). Lors de la seconde phase de
mouvement latéral, ces protrusions restent en contact avec la surface du cerveau tandis que
les corps cellulaires s’en éloignent latéralement (Fig.25). Les protrusions s’assemblent
ensuite pour former un faisceau apposé¢ a la surface du cerveau. Ces protrusions présentent les
caractéristiques d’axones ou de futurs axones. En effet, en utilisant les sondes
Doublecortin-GFP (permettant de visualiser les microtubules) et Utrophin-GFP (permettant
de visualiser 1’actine) Breau et al. ont observé que les protrusions ont une architecture du
cytosquelette typique des axones. Le shaft des protrusions contient des microtubules qui
s’étendent durant le mouvement latéral et de 1’actine est présente a DI’extrémité des
protrusions, proche de la surface du cerveau, dans des structures ressemblant a des filopodes
qui explorent I’environnement. On retrouve donc une organisation du cytosquelette similaire
a celle caractérisant I’extrémité d’axones en cours d’extension via leur cone de croissance
(M. A. Breau et al. 2017). L’identité axonale de ces protrusions a également été confirmée par
le fait que le faisceau de protrusions apposé a la surface du cerveau exprime zns-2, un
marqueur des neurones pionniers de ’OP (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 1998), et
également Kif5¢°-YFP (analysée par expression mosaique induite par injection d’ARNm
suivie dans certains cas de transplantations), un marqueur de spécification axonale
précédemment décrit (Jacobson, Schnapp, et Banker 2006; Randlett et al. 2011), qui
s’accumule a DI’extrémité des protrusions pendant le déplacement latéral de leur corps
cellulaire. Ces résultats montrent que la croissance initiale des axones s'effectue lors du
mouvement latéral des corps cellulaires des neurones dans 1’OP, selon un mode tres original
d’extension rétrograde, au cours duquel le mouvement latéral du corps cellulaire (et non celui
du cone de croissance) permet 1’extension de la partie proximale de I’axone (M. A. Breau et
al. 2017). Cette extension rétrograde est au moins en partie provoquée par la morphogenese
de I'eeil car chez les mutants »x3, dont les yeux ne se développent pas, les axones sont plus

courts (Monnot et al. 2022).
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11.2.2.b L’hypothése des axones pionniers

L’une des premiéres observations des axones navigants de I’OP vers 1’OB chez le
poisson-zebre a été faite en microscopie électronique et avec un marquage au Dil lors d’une
¢tude menée par Hansen & Zeiske en 1993. Ils ont observé des faisceaux d’axones reliant
I’OP a I’OB a partir de 25 hpf (Hansen et Zeiske 1993).

Le modge¢le actuel décrivant la croissance des axones olfactifs de la placode vers le bulbe fait
intervenir une population de neurones pionniers dont les corps cellulaires, dépourvus de
dendrites, sont situés dans la zone ventrale et médiane de I’OP, et dont les axones sont les
premiers a émerger de I’OP et a migrer dorsalement au stade 24 hpf. Ces corps cellulaires et
leurs axones sont marqués spécifiquement par 1’anticorps zms-2 (Fig.29) (Kathleen E.
Whitlock et Westerfield 1998).

D’aprés ce modéle, une deuxiéme vague de neurones se différencie autour de 44 hpf, apres
I’ouverture de la narine, dans la rosette apicale qui borde 1’orifice de la narine. Ces derniers
possedent une dendrite et peuvent étre visualisés par un marquage externe au Dil. Il s’agit des
OSN matures (Fig.29). En co-marquant les neurones pionniers avec zns-2 et les OSN matures
avec du Dil, on observe que les deux populations d’axones se superposent dans le
télencéphale et au point de sortie de I’OP (Fig.29). Ces observations suggerent que les cones
de croissance (Growth Cone GC) des OSN matures suivent la trajectoire des axones pionniers

vers ’OB (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 1998).
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,—\"““’ olfactory Figure 29 : Schéma du modele actuel
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7 P\ B décrivant la mise en place des projections
QA & \ des axones sensoriels olfactifs entre 24 et 54
Olfbacltt())ry . ‘? } /\'/ -—\ hpf (tirée de Whitlock et Westerfield 1998).
U // :_ A (A) Les neurones pionniers, au corps
— eyé - cellulaire sphérique et dépourvu de dendrite,

expriment zns-2 (vert). Leur axone contacte

[ = ) la région de ’0OB dans le télencéphale qui
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v Sensory neurons

développementaux. Le code couleur

18h 24h 30h 36h 42h 48h 54h
correspond a celui de (A).

Pour tester cette hypotheése, Whitlock et Westerfield (1998) ont étudié¢ la fonction des
neurones pionniers en réalisant leur ablation avec une micropipette a 18-20 hpf, c'est-a-dire
pendant la coalescence de 1’OP. Ils ont ensuite analysé les conséquences de cette ablation sur
I’innervation du bulbe par les axones pionniers et les axones des OSN matures. Chez des
embryons ayant subi 1’ablation des neurones pionniers, les OSN projettent leur axone de
manic¢re anormale, en territoire postérieur, vers les commissures post-optiques. Lorsque
’ablation des neurones pionniers n’est pas compléte, certains axones d’OSN matures migrent
correctement, et d’autres ont la méme migration ectopique postérieure que celle
précédemment décrite. En faisant 1’ablation des neurones pionniers apres que leur axone ait
migré dans 1’0OB, il n’y a pas d'erreur d’acheminement des OSN matures. Ces résultats
suggerent que les axones pionniers sont nécessaires pour le guidage des axones des OSN
matures vers 1’0OB (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 1998). Cependant, nous savons
maintenant que des 18-20 hpf, au stade ou ont été prélevés les neurones pionniers avec la
micropipette, la partie proximale des axones des neurones exprimant tg(ngnl:gfp) s’allonge
par extension rétrograde au sein de la placode, pres du cerveau (Fig.25) (M. A. Breau et al.

2017). Nous savons de plus que certains neurones exprimant zg(ngnl:gfp) s’incorporent dans
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la rosette apicale apres cette extension rétrograde et se différencient trés probablement en
OSN (observations non publi¢es réalisées dans mon laboratoire). Les neurones pionniers ne
sont donc pas les seuls a initier la croissance de leurs axones par extension rétrograde dans
I’OP. Ainsi, il est possible que 1’ablation par micropipette ait endommaggé la partie proximale
de nombreux axones, incluant celle des axones des OSN. Les défauts de développement des
axones des OSN observés apres ablation ne sont donc peut-étre pas directement causés par
I’absence des neurones pionniers, mais par I’ablation de la partie proximale de ces axones. Il
serait nécessaire d’effectuer de nouvelles expériences pour tester plus directement I’existence

et le réle de ces neurones pionniers et leur lien avec les OSN.

11.2.2.c Role des molécules de guidage pendant la navigation des axones

vers le bulbe olfactif

Une fois la partie proximale des axones formée par extension rétrograde, I’extrémité de ces
derniers, qui prend alors I’apparence d’un cone de croissance, pénétre dans le cerveau puis
migre dorsalement jusqu’a atteindre son territoire cible dans 1’OB. La visualisation des
axones par marquage antérograde au Dil, par immunomarquage ou avec des constructions ou
lignées transgéniques spécifiques de certaines populations de neurones de I’OP (ces outils
sont listés dans le Tableau 3) a permis d’obtenir une premiére description de leur
comportement pendant leur migration dorsale, depuis la placode vers I’OB : lors de leur
navigation, les axones fasciculent a la sortie de I’OP, naviguent en faisceau vers ’OB puis
défasciculent afin d’innerver les protoglomérules. Les premiers scientifiques a avoir étudié la
dynamique des GC par imagerie /ive sont Dynes et Ngai (1998) et Yoshida (2002), qui ont
notamment observe, grace a un marquage mosaique des axones obtenu par injection d’ADN,
que les axones projettent directement vers leur protoglomérule, sans effectuer de virages ou
pauses, ce qui implique que les GC suivent des signaux précis lors de leur navigation vers
I’OB (Dynes et Ngai 1998; Yoshida et al. 2002). Dans cette partie, je détaillerai quatre
exemples de couples récepteur/ligand ayant un rdle connu dans le guidage des axones de

neurones pionniers ou d’OSN.

o Voie Cxcll2a/Cxcr4b

L’expression de cxcr4b persiste dans I’OP lors de la phase de croissance des axones dans le
cerveau, et cxcll2a est exprimé le long de la route suivie par les axones des OSN. On peut

donc se demander si la voie cxcll2a/cxcr4b joue un rdle dans la croissance et le ciblage des
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OSN vers I’OB (Nobuhiko Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007). L’analyse des mutants
homozygotes ody exprimant le transgéne tg(omp:yfp) montre que le faisceau d’axones ne se
forme pas dans 41% des placodes. En marquant les axones olfactifs des mutants ody a 72 hpf,
avec un anticorps PCAM (permettant de visualiser a la fois les axones des OSN ciliés et a
microvillosités), les auteurs ont observé qu’un certain nombre d’embryons (28 %) ont des
défauts de projections axonales issues d’une (28%) ou des deux (28%) placodes, alors que
d’autres ont des projections normales (44 %). Chez les mutants présentant des défauts, les
axones ne parviennent pas a sortir de I’OP ou s’arrétent des leur sortie. Cela montre que la
signalisation médiée par le couple cxcli2alcxcr4b est nécessaire a au moins une
sous-population d’axones, pour sortir de I’OP et naviguer vers I’OB (Fig.30) (Nobuhiko
Miyasaka, Knaut, et Yoshihara 2007).
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Slit/Robo2 Netrin1/DCC
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Figure 30 : Schéma représentant la navigation des axones des neurones pionniers et des OSN vers I’OB et les
mécanismes moléculaires impliqués (tirée de Miyasaka et al. 2013). (A) La signalisation induite par le couple
cxcll2a/excr4b guide les axones pionniers hors de I’OP. (B) La signalisation induite par Slit/robo?2 et
anosmine-la est nécessaire pour la fasciculation des axones. Les signaux S/iz, des molécules a action
répulsive lorsqu’elles interagissent avec le récepteur Robo2, permettent de guider les axones vers ’0OB en les
empéchant de dévier leurs trajectoires dans les domaines d’expression de Slit. Enfin, le couple Neétrine/DCC
permet également de guider les axones pionniers et ceux des OSN. (C) La signalisation Netrine/ DCC est par
ailleurs nécessaire a une bonne projection glomérulaire de sous-populations d’OSN ciliés exprimant certains

OR spécifiques (comme par exemple ’OR111-7).
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e Voie Slit/Robo2

La méme équipe s’est ¢également intéressée au role du couple répulsif comprenant le
récepteur Roundabout? (Robo?2) et ses ligands Slit (N. Miyasaka 2005). Les protéines Robo?2
et Slit sont des glycoprotéines; Robo2 est un récepteur transmembranaire qui appartient a la
superfamille des immunoglobulines, S/it est une protéine sécrétée. De nombreuses études ont
montré le réle répulsif de la voie Slit/Robo2 dans la navigation d’une variété¢ d’axones chez
différentes especes. Ce couple empéche par exemple certaines populations d’axones de se
diriger vers la ligne médiane chez la drosophile (Kidd, Bland, et Goodman 1999; Seeger et al.
1993) et chez les mammiféres (Bagri et al. 2002), notamment les axones commissuraux (H.
Long et al. 2004) et rétiniens (Plump et al. 2002). Il participe également au contrdle de la
mise en place du tractus olfactif latéral (faisceau d’axones formé par les cellules mitrales,

projetant vers le cortex piriforme) chez la souris (Nguyen-Ba-Charvet et al. 2002).

Chez le poisson-zebre, I’ARNm de robo?2 est détecté a partir de 20 hpf dans I’OP. Entre 24 et
36 hpf, robo2 est toujours exprimé dans I’OP mais aussi dans le cerveau (incluant I’OB). A
48 hpf, 'expression de robo2 diminue dans I’OP mais reste forte dans le cerveau. Dans les
mutants homozygotes astray (ast), qui sont mutés pour Robo2 (Fricke et al. 2001), le
marquage des OSN et de leurs axones par Dil, et leur analyse a 84 hpf montre que certains
axones atteignent I’0OB mais que d’autres projettent postérieurement, dans le diencéphale, et
peuvent méme traverser la ligne médiane. Pour analyser la dynamique de ces défauts de
migration axonale, les auteurs ont produit une lignée rapportrice de la sous-population de
neurones exprimant OMP (tg(omp:gap-YFP appelé omp:yfp)), qu’ils ont croisée avec le
mutant ast pour faire de 1’imagerie /ive. Notons ici que cette lignée marque les OSN ciliés et
une population ventro-médiale de neurones unipolaires qui semblent étre les neurones
pionniers décrits par Withlock et Westerfield en 1998, (voir Miyasaka 2005), alors qu’en
hybridation in situ 1’expression d’omp n’est détectée que dans la rosette d’OSN. Dans ces
embryons, I’émergence des axones YFP positifs est retardée, certains axones migrent
médio-ventralement plutot que dorsalement puis atteignent le diencéphale et parfois croisent
la ligne médiane, les OB sont plus petits et le protoglomérule dorso-latéral disparait. On
observe également 1’apparition de projections ventrales avec des structures ectopiques
ressemblant a des glomérules. En marquant les axones pionniers avec 1’anticorps zns-2, les
auteurs observent que ces derniers défasciculent directement en sortant de I’OP et projettent

médio-ventralement vers la ligne médiane chez les mutants asz. Ces projections ventrales

105


https://www.zotero.org/google-docs/?6Ij6pl
https://www.zotero.org/google-docs/?oEgE9J
https://www.zotero.org/google-docs/?oEgE9J
https://www.zotero.org/google-docs/?mUMpJT
https://www.zotero.org/google-docs/?E1KIeF
https://www.zotero.org/google-docs/?E1KIeF
https://www.zotero.org/google-docs/?L6HZfJ
https://www.zotero.org/google-docs/?zAV6jB
https://www.zotero.org/google-docs/?u9LW9T
https://www.zotero.org/google-docs/?pDqR9R

innervent des glomérules ventro-antérieurs et ventro-postérieurs, et on voit que des fascicules
aberrants forment des glomérules dans une région dorso-postérieure (N. Miyasaka 2005).

Ces résultats montrent que, chez les mutants ast, les axones des neurones pionniers et des
OSN ont des défauts de navigation et de ciblage des protoglomérules. Grace a ’anticorps
anti-calrétinine (une protéine de liaison au calcium, impliquée dans la signalisation calcique),
on peut visualiser une sous-population d’OSN et leurs axones qui projettent dans deux
protoglomérules distincts. Chez les mutants asz, un seul protoglomérule, plus grand que chez
les controles, est marqué. Ce résultat peut étre interprété comme un défaut de différenciation
des protoglomérules en 1’absence de robo2 (N. Miyasaka 2005). L’implication de ce géne
dans le développement des projections axonales olfactives est renforcée par la visualisation
de I’ensemble des axones avec un anticorps anti-PCAM a 72 hpf : chez les mutants, les
axones défasciculent avant d’atteindre 1’OB et quelques axones seulement pénetrent
aléatoirement dans 1’OB. robo2 est donc nécessaire pour la fasciculation des axones lors de
leur navigation vers 1’OB et pour I’innervation correcte de leurs protoglomérules (Fig.30) (N.

Miyasaka 2005).

L’expression de robo2 chevauche celle du transgene tg(ngnl:gfp) a 24 hpf et 36 hpf, qui
lui-méme récapitule I’expression du géne neurogl endogene (Blader, Plessy, et Strahle 2003;
Madelaine, Garric, et Blader 2011). Chez les mutants neurogl, I’expression de robo?2 est
perdue, et les axones sont souvent défasciculés comme dans les mutants ast (N. Miyasaka
2005; Madelaine, Garric, et Blader 2011). On détecte des projections aberrantes deés que les
axones sortent de I’OP, ainsi que certains axones semblant rester bloqués dans I’OP. En plus
des défauts de fasciculation, 1’organisation des protoglomérules de I’OB est perturbée chez ce
mutant. Cela suggere que robo?2 est une cible du facteur de transcription neurogl, et que c’est
I’absence d’expression de robo2 qui impacte la navigation et le ciblage des axones chez les

mutants neurogl (Madelaine, Garric, et Blader 2011).

Qu’en est-il de I’expression et de la fonction des Slits dans ce systetme? L’analyse de
I’expression des ligands de robo2 a montré que les ARNm des quatre membres de la famille
de genes Slit (slitla, slitlb, slit2 et slit3) sont exprimés dans des régions proches de la
trajectoire des axones sensoriels olfactifs (Fig.31A). Entre 24 et 36 hpf, slitla, slitib et slit2
sont exprimés en clusters bilatéraux proches de la limite télencéphale/diencéphale. slitla et
slitlb sont également exprimés dans le télencéphale, s/it2 et slit3 sont présents dans le

télencéphale ventral le long de la ligne médiane (Fig.31A). Ces profils d’expression

106


https://www.zotero.org/google-docs/?1EaT06
https://www.zotero.org/google-docs/?WPI5lM
https://www.zotero.org/google-docs/?0QfYvA
https://www.zotero.org/google-docs/?0QfYvA
https://www.zotero.org/google-docs/?scNl3G
https://www.zotero.org/google-docs/?scNl3G
https://www.zotero.org/google-docs/?CyX9UH
https://www.zotero.org/google-docs/?CyX9UH
https://www.zotero.org/google-docs/?LvLDy5

suggerent que la voie robo/slit est responsable de la répulsion des axones en empéchant les
axones de naviguer dans certaines zones définies. En induisant une surexpression ubiquitaire
de slit2 grace a la lignée tg(hsp70:Slit2-GFP), inductible par choc thermique (Yeo et al.
2004), puis en faisant un marquage au Dil pour visualiser les OSN et leurs axones a 84 hpf,
les auteurs ont observé que les embryons ont les mémes défauts de navigation que les
mutants ast. Cela appuie ’hypothese selon laquelle la navigation des OSN dépend de la voie

robo2/slit (Fig.30) (N. Miyasaka 2005).
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Figure 31 : Représentation schématique des domaines d’expression des genes des ligands Slits et Nétrines.
Les neurones olfactifs et leurs axones sont représentés en vert, vue frontale (A) A 30 hpf, slitla, slitlb et slit2
sont exprimés en clusters bilatéraux proches de la limite télencéphale/diencéphale. slit/ia et slitib sont
également exprimés dans le télencéphale, s/it2 et s/it3 sont présents dans le télencéphale ventral le long de la
ligne médiane (Midline). oe = Olfactory Epithelium; (tirée de (N. Miyasaka 2005). (B) A 72 hpf, ’ARNm de
netrinla est localisé le long la ligne médiane du télencéphale, et netrinib est localisé plus ventralement,
proche de la région ou les OSN pénétrent dans I’OB. En vert, les axones exprimant le géne OR111-7 qui
projettent dans la zone centrale (CZ) du bulbe olfactif et un glomérule latéral (LG1), DZ = Dorsal Zone, MG
= Medial Glomeruli; (tirée de (Lakhina et al. 2012).

e Joie Nétrine/DCC

Un autre laboratoire s’est intéressé¢ au role du couple Nétrine/DCC, bien connu pour
participer au guidage axonal (Serafini et al. 1994; Hong et al. 1999). Nétrine-1 a été¢ la
premiére molécule de guidage identifiée chez C.elegans (Hedgecock et al. 1985; Ishii et al.
1992) et elle est nécessaire au guidage des axones commissuraux chez la souris (Serafini et

al. 1994). Ces signaux sont soit répulsifs soit attractifs en fonction du récepteur exprimé par
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I’axone qui recoit le signal (Hong et al. 1999). In vitro, ’activité de la protéine Kinase A
module la réponse aux nétrines (Song, Ming, et Poo 1997), et comme expliqué dans la partie
I de mon introduction, la Nétrine-1 peut interagir avec la Laminine, ce qui peut modifier la

réponse attractive en une réponse répulsive des axones (Hopker et al. 1999).

L’ARNm du récepteur DCC (Deleted in Colorectal Cancer, DCC) est présent dans la plupart
des OSN ciliés exprimant OMP (Lakhina et al. 2012), dont ceux exprimant le récepteur
olfactif OR111-7, et dans I’OB a partir de 24 hpf (Lakhina et al. 2012; Dang et al. 2023)
(Lakhina 2012, Dang 2023). Les OSN exprimant OR111-7 expriment également unc5b, un
autre récepteur de la nétrine (Dang et al. 2023). En revanche, les OSN a microvillosités, qui
expriment TRPC2 et qui ne sont détectables qu’a partir de 42 hpf avec la lignée
tg(trpc2:Venus), n’expriment pas I’ARNm de DCC a 42 hpf.

A 27 et 53 hpf, ’ARNm du ligand netrinla est localisé le long de la ligne médiane dans le
télencéphale, et ’ARNm de netrinlb est localisé plus ventralement, proche de la région ou
les OSN péncétrent dans I’OB (Fig.31B) (Lakhina et al. 2012; Dang et al. 2023).

L’analyse d’embryons injectés avec un morpholino ciblant DCC dans le fond transgénique
tg(omp:gald;uas:Citrine) (spécifique des OSN ciliés), montre que certains axones des OSN
ciliés projettent postérieurement, loin de 1’OB, alors que les axones qui expriment le
transgene tg(trpc2: Venus) (spécifique des OSN a microvillosités) ne présentent pas de défauts
de navigation, en accord avec le profil d’expression de DCC. L’expression des deux membres
de ce couple récepteur/ligand ainsi que ces expériences fonctionnelles suggérent donc un role
spécifique dans la navigation des OSN ciliés exprimant OMP (Fig.30) (Lakhina et al. 2012).
Les auteurs ont poursuivi leur étude par 1’analyse d’une sous-population d’OSN ciliés
exprimant I’OR111-7, qui projettent dans les protoglomérules de la zone centrale (CZ) et du
glomérule latérale 1 (LG1), grace a la lignée tg(ORI111-7:gal4,uas:citrine), cette fois-ci en
utilisant le morpholino DCC ainsi qu’un mutant DCC qu’ils ont généré. Dans les deux
conditions, certains axones tournent en sortant de I’OP et projettent postérieurement tandis
que d’autres projettent antérieurement hors de ’OB (Lakhina et al. 2012; Dang et al. 2023).
Dans un mutant unc5bh, il y a également des projections ectopiques qui ciblent les
protoglomérules de la zone dorsale ou les protoglomérules médians (Dang et al. 2023). Des
résultats similaires sont observés avec des morpholinos ciblant netrinla et netrinlb (Lakhina
et al. 2012). Dans les mutants netrinla et netrinlb, deux mutants nuls, des erreurs de
projections sont détectées avec le transgéne tg(OR111-7:gal4,uas:citrine). Le double mutant

n’a pas d’effet additif par rapport aux mutants seuls et les défauts sont toujours présents. Ces
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deux ligands sont nécessaires a la navigation de ce sous-groupe d’OSN ciliés (Dang et al.
2023). Cela confirme que la voie Nétrine/DCC est nécessaire au guidage et au ciblage des
axones exprimant OR111-7 (Fig.30) (Lakhina et al. 2012; Dang et al. 2023).

En restaurant I’expression de DCC grace a une lignée tg(uas:DCC) (modifiée pour qu’elle ne
soit pas ciblée par le morpholino ciblant DCC, (Lim et al. 2011)), une correction partielle des
défauts de projections est observée pour les axones des neurones exprimant OR111-7. Ces
embryons ont en plus des axones qui projettent ventralement vers la ligne médiane, proche de
la zone ou I’ARNm de netrinla est exprimé, ce qui est en accord avec 1'hypothése selon
laquelle les nétrines jouent un réle de molécules attractives régulant la navigation des OSN

jusqu’a I’OB (Fig.30) (Lakhina et al. 2012).

o Joie Sémaphorine/Neuropiline

Un autre couple récepteur/ligand a été identifié comme participant a la régulation du guidage
des axones, notamment des OSN a microvillosités. Il s’agit du couple nrp2/sema3fa, dont le
récepteur est membre de la famille des Neuropilines et le ligand de celle des Sémaphorines.
Grace a une méthode basée sur du RNAseq, deux récepteurs de la famille de Neuropiline
nrp2a et nrp2b ainsi qu’un de leur ligand membre de la famille des Sémaphorine de classe 3,
sema3fa ont été identifiés comme étant exprimés par les OSN a microvillosités. L’analyse des
mutants nrp2a, nrp2b et sema3fa montre que leurs axones olfactifs ne projettent pas dans les
bons glomérules (R. P. Cheng et al. 2022).

Les récepteurs nrp2a et nrp2b, deux génes paralogues du poisson-zebre par ailleurs
orthologues du récepteur mammalien nrp2, sont co-exprimés dans les OSN a microvillosités,
ouvrant la possibilité de fonctions redondantes dans ces OSN. Le double mutant nrp2a/npr2b
a des défauts de projections accrus comparé aux simples mutants. Cela suggere que nrp2a et
nrp2b fonctionnent de manicre partiellement redondante dans la régulation des projections et

du ciblage des OSN a microvillosités (R. P. Cheng et al. 2022).

11.2.2.d Autres molécules impliquées dans le développement des axones

Méme si les molécules de guidage constituent les acteurs moléculaires les plus étudiés dans le
guidage et le ciblage des OSN dans I’OB, il existe d’autres molécules régulatrices impliquées

dans ce processus.
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Yoshida et al, 2002, ont étudié le role de la protéine kinase A (PKA). Cette protéine est
activée par une augmentation des taux d’AMPc (Adénosine Monophosphate Cyclique) dans
les cellules, elle-méme produite par des adénylates cyclases qui sont activées ou inhibées lors
de la stimulation de certains récepteurs métabotropiques (Castro, Yapo, et Vincent 2016). Par
exemple, dans des neurones spinaux de xénopes in vitro, son activité permet de changer la
réponse attractive des nétrines en réponse répulsive (Song, Ming, et Poo 1997). Son
implication dans 1’extension et la navigation axonale in vivo reste néanmoins peu connue.
Dans cette étude, les auteurs ont produit une lignée permettant de visualiser les microtubules
des neurones exprimant OMP, tg(omp-tau::GFP). Ils ont également généré une construction
qui permet D’expression d’une version constitutivement active (CA) de la PKA
spécifiquement dans les OSN ciliés, exprimant OMP. A 50 hpf, les embryons dont les OSN
expriment la version CA de la PKA projettent leurs axones plus loin que chez les controles, et
ont des trajectoires plus complexes. De la méme maniére, ils ont exprimé un dominant négatif
(DN) de la PKA et ont observé que certains axones restent dans 1’OP. Les axones qui sortent
de ’OP ont quant & eux une trajectoire perturbée. La forskoline est un activateur de
I’adénylate cyclase, une enzyme qui produit de I’AMPc, qui lui-méme active la PKA. Traiter
a 18 hpf des embryons tg(omp-tau::GFP) avec de la forskoline ne provoque pas de défaut
morphologique dans la téte des embryons, mais retarde les axones dans I’OP, ce qui suggere
que le niveau d’activation de la PKA, sous contrdle des taux d’AMPc dans la cellule, régule
le développement axonal des OSN ciliés (Yoshida et al. 2002). Il reste a déterminer 1’identité
des récepteurs membranaires activant ’adénylate cyclase produisant I’AMPc dans ce
processus de régulation du guidage des axones olfactifs. Chez la souris, il est actuellement
considéré que cette production d’AMPc, qui régule les projections olfactives dans le bulbe
olfactif selon I’axe antéro-postérieur, ainsi que la coalescence homotypique des axones au
sein des glomérules, est dépendante des OR eux-mémes (pour revue voir (Takeshi Imai et

Sakano 2008; 2011; Lodovichi et Belluscio 2012)

Le géne KAL-1 code pour 1’anosmine-1, une protéine de la MEC. Ce gene est muté chez des
patients atteints du syndrome de Kallmann, une maladie génétique humaine qui affecte la
différenciation de I’OB et/ou 1’¢longation axonale des OSN entrainant une anosmie (perte de
I’odorat) (Schwanzel-Fukuda, Bick, et Pfaff 1989). Cela en fait une molécule candidate
contrdlant le développement du circuit olfactif. L’anosmine-1 est détectée par
immunomarquage a partir de 22 hpf dans les OSN. A partir de 36 hpf, elle est aussi détectée

autour des OSN et dans les axones ayant atteint I’OB. Dans I’OB, il n’y a pas de marquage de
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I’anosmine-1 avant 72 hpf (Yanicostas et al. 2009). Lorsquun morpholino ciblant
anosmine-1 est utilisé¢ chez des embryons tg(omp-tau::GFP) (Yoshida et al. 2002), I’OP et
I’OB sont trés désorganisés et, chez les morphants les plus sévéres, I’OP est séparée en deux
parties, suggérant un role de I’anosmine-1 dans la morphogenese de I’OP. La croissance des
axones des OSN est également impactée: peu d’axones sortent de la placode, ils sont plus
courts, ne fasciculent pas correctement, et projettent hors de 1’OB ou uniquement sur un
glomérule malformé. Ces observations montrent que 1’anosmine-1 est nécessaire a la
morphogenese de I’OP et a la croissance et la fasciculation des axones des OSN (Fig.30).
Cette protéine de la MEC a aussi été identifiée comme étant un potentiel cofacteur de cxcll2a
et de ses récepteurs dont cxcr4b (Yanicostas et al. 2008; 2009). Connaissant I’implication de
la voie cxcll2a/cxcr4b dans la morphogenese précoce de ’OP (Nobuhiko Miyasaka, Knaut,
et Yoshihara 2007) - voir plus haut), il serait donc possible que les défauts induits par le
morpholino anosmine-1 surviennent dés 1’étape de coalescence de 1’OP, mais des expériences

d’imagerie /ive devront étre réalisées pour le confirmer.

11.2.3 Innervation du bulbe olfactif

Une fois que les axones ont terminé leur navigation dans le télencéphale, ils vont innerver
leur cible dans I’OB. L’OB des poissons-zébres comporte en sa périphérie, comme celui des
mammiferes ou des insectes, des glomérules dans lesquels les axones des OSN contactent les
dendrites de leurs cellules cibles (en particulier les cellules mitrales et a panache, mais aussi
des interneurones périglomérulaires) ce qui permet de transmettre 1’information sensorielle
olfactive périphérique au systéme nerveux central (Calvo-Ochoa et Byrd-Jacobs 2019).
Comme vu précédemment, I’OB du poisson-zebre se développe de maniére coordonnée avec
I’OP (Fig.24, cellules jaunes) (Kathleen E. Whitlock et Westerfield 2000; Torres-Paz et
Whitlock 2014; Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021). L’organisation des glomérules est trés
stéréotypée et les OSN ciliés (exprimant OMP) et a microvillosités (exprimant TRPC2)
projettent vers deux populations de glomérules distinctes dans I’OB (Yoshida et al. 2002; Y.
Sato 2005; Lakhina et al. 2012; R. P. Cheng et al. 2022).

11.2.3.a Conservation chez le poisson-zébre de la régle “un récepteur olfactif

=un glomérule”

Dans le génome du poisson-zebre ont été identifiés environ 300 génes qui codent
potentiellement pour des OR. Ces récepteurs sont couplés a une protéine G et sont exprimés

dans les OSN ciliés (~ 140 OR), dans les OSN a microvillosités (~ 6V1R et ~ 50 V2R) (Shao
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et al. 2017; Yoshihara 2008) et dans les OSN a crypte (V1R4) (Oka 2012, Shao 2017). On
trouve également des récepteurs associés aux amines (7race Amine Associated Receptor,
TAAR) exprimés par certains OSN ciliés mais ils sont trés peu caractérisés (Shao et al. 2017).
Les OSN expriment seulement un OR comme [’ont montré plusieurs expériences
d’hybridation in situ sur des OR spécifiques (Ngal 1993; Barth, Justice, et Ngai 1996; Weth,
Nadler, et Korsching 1996; Y. Sato, Miyasaka, et Yoshihara 2007; Shao et al. 2017), ce qui
supporte la régle de 1 OSN = 1 OR déja mise en évidence chez les mammiferes. A ce jour,
une seule exception a cette régle a été observée, par double hybridation in sifu : certains OSN

co-expriment OR103-1 et OR103-2 /5 (Y. Sato, Miyasaka, et Yoshihara 2007).

En fonction des molécules odorantes (ici des acides aminés, acides biliaires, nucléotides et
phéromones) détectées, différentes zones de 1’OB vont s’activer comme 1’ont montré
différentes équipes par marquage des axones des OSN avec des sondes fluorescentes
rapportrices de 1’activité calcique ou du voltage. Chaque molécule odorante induit une carte
précise d’activation des glomérules dans I’OB avec des domaines qui se superposent
(Friedrich et Korsching 1997; 1998; Liy 2005). Les molécules odorantes peuvent activer
différents OR et participent ainsi a I’établissement d’une carte précise dans 1’OB (Friedrich et

Korsching 1997; Nobuhiko Miyasaka et al. 2013).

Les OR de poisson-zebre ont été identifiés en fonction de leur similarité avec les OR de
mammiferes (Buck et Axel 1991) et ceux des poissons-chats (Ngal 1993), par amplification
PCR puis séquencage d’ADN. En analysant la répartition spatiale des OR par hybridation in
situ, on observe que les neurones exprimant le méme OR sont assez dispersés dans I’OE,
c’est-a-dire séparés les uns des autres par d’autres cellules/neurones de I’OE. Les neurones
exprimant des OR différents occupent tout de méme des zones distinctes mais qui se
chevauchent (Barth, Justice, et Ngai 1996; Shao et al. 2017; Weth, Nadler, et Korsching
1996; Argo, Weth, et Korsching 2003).

Les ¢tudes faites par hybridation in situ montrent que les premier OR a s’exprimer
apparaissent entre 24 et 30 hpf. L’expression des OR augmente considérablement entre 36 et
48 hpf et on observe que différents OR peuvent étre activés a différents moments du
développement, démontrant une asynchronie dans I’expression des OR dans I’OE (Barth,
Justice, et Ngai 1996). Ces résultats ont ét¢ confirmés par Argo et al. 2003, dans une étude

qui a décrit deux vagues d’expression d’OR, la premicre s’exprimant pendant que les
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premiers OSN projettent leur axone dans 1’OB, la seconde s’exprimant aprés 1’éclosion des

poissons-zebres (Barth, Justice, et Ngai 1996; Argo, Weth, et Korsching 2003).

Les mécanismes régulant le choix d’un OR a exprimer par chaque OSN ne sont pas encore
précisément éclaircis. Dans une construction BAC comprenant un transgéne avec 16 génes
d’OR, Sato et al. (2007) ont remplacé les séquences codantes des OR111-7 et OR103-1 par
des rapporteurs fluorescents et ont ensuite analysé I’OR exprimé par les OSN fluorescents.
Les OR exprimés appartiennent a la méme famille que les s€quences codantes tronquées donc
OR111 ou OR103 (Y. Sato, Miyasaka, et Yoshihara 2007). Le mod¢le actuel de choix d’OR
par chaque OSN, largement inspiré du modele établi chez la souris, est décrit ci-dessous. Il
suit plusieurs étapes : (1) une étape déterministe qui donne aux OSN la compétence
d’exprimer une famille d’OR, (2) une étape stochastique de choix de I’OR final au sein de
cette famille (Argo, Weth, et Korsching 2003; Y. Sato, Miyasaka, et Yoshihara 2007) et (3)
une inhibition autonome cellulaire, exercée par I’OR choisi, de I’expression des autres OR,
permettant & un neurone d’assurer une expression monogénique de I’OR choisi (Nobuhiko

Miyasaka et al. 2013).

11.2.3.b Des protoglomérules aux glomérules

Les premieres projections semblent s’établir dans ’OB aux alentours de 48 hpf, et a ce stade
les axones se ségregent dans des régions appelées protoglomérules (Hansen et Zeiske 1993;
Dynes et Ngai 1998; Kathleen E. Whitlock et Westerfield 1998), qui sont les cibles initiales et
intermédiaire des axones des OSN dans I’OB (Fig.32) (Liy 2005; Shao et al. 2017). Les
protoglomérules se remodelent a des stades plus tardifs et se subdivisent alors en glomérules
matures, qui correspondent aux neuropiles dans lesquels les axones des OSN exprimant un
méme OR convergent, chaque glomérule ne comprenant in fine que des axones d’OSN
exprimant le méme OR. Ces neuropiles sont acellulaires et peuvent étre visualisés en
“négatif” en marquant toutes les cellules ou noyaux de l'embryon avec des colorants
fluorescents comme le BODIPY (Dynes et Ngai 1998)ou I’iodure de propidium (Lakhina et
al. 2012). Les protoglomérules et leur remodelage ont été cartographiés grace a un marquage
antérograde des axones des OSN avec du DiA a différents stades de développement. A 72 hpf
(3 jours), les protoglomérules de I’OB sont moins nombreux que les glomérules chez 1’adulte,
mais ils forment néanmoins une carte protoglomérulaire stéréotypée (Fig. 32). Jusqu’a 144
hpf (6 jours), les glomérules augmentent en nombre et en taille pour former la carte

glomérulaire mature (Liy 2005).
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OMP:RFP;TRPC:Venus

Figure 32 : Projections des OSN ciliés et des OSN a microvillosités a 72 hpf dans les protoglomérules (tirée
de Cheng et al. 2022). Les OSN ciliés sont marqués par omp.rfp (magenta) et ceux a microvillosités par
trpc2:Venus (vert). Les axones OMP positifs projettent dans la zone dorsale (DZ), la CZ, le LG3 et les
glomérules médians (MG). Les OSN TRPC2 projettent dans le plexus olfactif, les LGI, 2, 4 et le glomérule
ventro-postérieur (VPG), op; plexus olfactif.

Plusieurs équipes ont généré des lignées transgéniques permettant de visualiser des OSN
exprimant différents OR tel que tg(OR111-7:IRES:GAL4), tg(BACorll1-7:IRES:Gal4) ou
tg(BACorl30-1:1RES:Gal4) (Tableau 1) (Lakhina et al. 2012; Shao et al. 2017; Dang et al.
2023). Les OSN exprimant OR111-7 et plus généralement la famille OR111 projettent dans
les protoglomégules de la CZ et parfois dans ceux du LG1, les OSN qui expriment I’OR130-1
projettent dans les protoglomérules de la zone dorsale (DZ) (Lakhina et al. 2012; Shao et al.
2017; Dang et al. 2023). Ces résultats montrent que les OSN exprimant un OR particulier
innervent un protoglomérule défini mais aussi que les OSN exprimant des OR de la méme
famille projettent aussi vers les mémes protoglomérules (Shao et al. 2017). Une étude plus
récente suggere qu’en fonction de la classe d’OR exprimée par les OSN, ces derniers vont
exprimer différents facteurs de transcription et molécules de guidage qui participent a

I’innervation spécifique des protoglomérules (Dang et al. 2018).

L’arrangement spatial des glomérules de 1’OB chez le poisson-zebre adulte a été observé pour
la premiére fois en 1994 par Baier et Korsching qui ont marqué les OSN de maniere
antérograde avec du Dil injecté dans la cavité nasale. Ils ont observé que I’organisation
glomérulaire de 1’OB est similaire entre les individus et que 1’organisation de I’OB est
stéréotypée (Baier et Korsching 1994). Chez I’adulte, il y a environ 140 glomérules (Oliver

R. Braubach, Fine, et Croll 2012). L’OB est organis¢ comme suit : la région glomérulaire
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dorsale, les glomérules dorso-latéraux, six glomérules dorso-médians, les glomérules
ventro-médians et ventro-antérieurs, le glomérule médio-antérieur, une paire de glomérules
ventro-postérieurs et les glomérules latéraux (Baier et Korsching 1994; O. R. Braubach et al.
2013).

Grace a des marquages Dil et BODIPY, Dynes & Ngai (1998) ont confirmé que I'organisation
glomérulaire de I’OB est symétrique et stéréotypée des 84 hpf (3.5 jours). A ce stade, les
glomérules sont ségrégés dans neuf petites zones (latérales, médianes, ventrale postérieure),
deux grandes (dorsale et centrale) et dans le plexus olfactif, qui correspond a une région
transitoire comportant une densité importante d’axones entremélés sans toutefois présenter de

structure interne typique de protoglomérule (Dynes et Ngai 1998).

L'innervation de 1’OB par les différentes populations d’OSN (ciliés ou a microvillosités) est
¢galement stéréotypée. En effet, en couplant les marquages a 1’iodure de propidium a
I’utilisation des lignées tg(omp:rfp) et tg(trpc2: Venus), on observe qu’a 72 hpf, les OSN ciliés
projettent majoritairement vers les protoglomérules des zones centrale, dorsale, médiane et du
LG3 (Y. Sato 2005; Shao et al. 2017; R. P. Cheng et al. 2022) alors que les axones des
neurones a microvillosités ciblent les LG1, 2, 4, le glomérule ventro-postérieur et le plexus
olfactif (Fig.32) (Y. Sato 2005; R. P. Cheng et al. 2022).

Les auteurs de I’article de Cheng 2022 ont fait les mémes observations par imagerie /ive sur
des embryons tg(omp:rfp); tg(trpc2:Venus), ils remarquent également que cette ségrégation
se fait assez to6t au cours du développement, puisque les OSN ciliés innervent leurs
protoglomérules autour de 36 hpf tandis que les OSN a microvillosités innervent leurs zones
cibles entre 36 et 38 hpf. Ces derniers vont étendre et rétracter leurs axones de manicre

dynamique avant d’innerver leurs protoglomérules (R. P. Cheng et al. 2022).
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IIT Les objectifs de la these

La Laminine est I’'un des composants majeurs de la MEC et des membranes basales. Il s’agit
d’une famille de protéines hétérotrimériques composées d’une sous-unité ¢, une sous-unité 3
et une sous-unité y qui s’associent entre elles pour former des réseaux, une fois sécrétées en
dehors des cellules qui les produisent. Les Laminines sont les premiéres protéines de la MEC
a se mettre en place et sont essentielles a la formation des membranes basales, une couche de
MEC localisée du coté basal des épithéliums. Elles interagissent avec le Nidogene et le
Collageéne IV notamment, ainsi qu’avec d’autres composants de la MEC, mais également
avec des récepteurs présents a la surface des cellules, tels que les Intégrines ou le
Dystroglycan. Ce réseau d’interactions complexes permet de remplir de nombreux roles
structuraux, biomécaniques et signalétiques lors du développement des animaux, et tout au
long de leur vie. Si de nombreux roles des protéines de la MEC ont été élucidés, les fonctions
de ces protéines et des membranes basales sont loin d’étre pleinement comprises,
probablement a cause de la difficulté de les explorer in vivo. En effet, les études de perte de

fonction des constituants de la MEC ménent généralement a une 1étalité embryonnaire.

Lors de mon doctorat, je me suis concentrée sur I’étude des fonctions de Laminine et des
membranes basales dont elle est une composante majeure. La premicre isoforme de la
Laminine a apparaitre dans ’embryon est I’isoforme 111, qui est la forme prédominante lors
du développement. Dans mon mode¢le d’étude, le poisson-zebre, il existe des mutants pour
chacune des chaines de cette isoforme, notamment le mutant s/y"*>*’ (sly), muté pour la chaine
11 qui est présente dans de nombreuses isoformes. Les embryons s/y homozygotes mutants se
développent jusqu’a 48 hpf car la sous-unité y1 est exprimée maternellement jusqu'a 12 hpf.
Cela m’a permis d’explorer in vivo de nouvelles fonctions de la Laminine et des membranes

basales.

J’ai analysé¢ dans ce mutant le développement du systeme olfactif, qui implique des
mouvements cellulaires menant a la morphogen¢se de I’OP ainsi que la navigation des
axones des neurones olfactifs de I’OP vers I’OB tandis que la téte de I’embryon subit un
mouvement général de flexure (la flexure céphalique), provoquant des mouvements de tous

les tissus antérieurs.
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Comment la Laminine participe-t-elle a la morphogenese de I’OP ? A sa maintenance lors du
mouvement de flexure ? La Laminine a-t-elle par ailleurs un role dans la croissance et la

navigation des axones olfactifs vers I’OB ?

Afin de répondre a ces questions, ma thése s’organise de la fagon suivante en vue de répondre

a 4 objectifs principaux :

Objectif 1) Caractériser le profil d’expression des principaux composants des
membranes basales dans le systéme olfactif du poisson-zébre en développement, et

déterminer si I’intégrité de ces membranes basales est assurée chez le mutant sly.

Tout d’abord, nous avons cherché a mettre en évidence le patron d’expression de trois
composants essentiels des membranes basales, la Laminine 111, le Collagéne IV et le
Nidogene, via des expériences d’immunohistochimie ainsi que d’imagerie /ive réalisées sur
des embryons controles et mutants pour la Laminine y1. Nous avons également analysé
I’intégrit¢ des membranes basales chez les embryons mutants en comparaison avec les

controles.

Objectif 2) Déterminer le role de la Laminine 1 dans la morphogenése de I’OP et le

maintien de sa forme au cours du développement.

Nous avons réalisé pour cela des mesures quantitatives de la taille de I’OP a plusieurs stades
de développement sur des embryons contrdles et mutants, puis nous avons analys¢ par
imagerie /ive la mise en place de I’OP aux stades de coalescence ainsi que pendant la flexure
céphalique, dans les deux contextes contrdles et mutants. Cela nous a permis de mettre en
¢vidence un potentiel role de la Laminine et des membranes basales dépendantes de la
Laminine dans la mise en place de I’OP mais aussi dans sa maintenance au cours du

développement, et dans la mise en place d’une frontiére nette entre OP et cerveau.

Objectif 3) Examiner le role de la Laminine y1 dans le guidage des axones olfactifs lors

de leur navigation vers I’OB.

Afin d’étudier le role de la Laminine dans la navigation des axones olfactifs de I’OP vers

I’0OB au cours du développement, nous avons tout d’abord réalisé¢ des analyses quantitatives
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des faisceaux d’axones, a plusieurs stades, en conditions controles et mutantes. Ensuite, grace
a des films réalisés chez des embryons exprimant des marqueurs de maniere mosaique dans
les neurones olfactifs, nous avons pu analyser le comportement dynamique et la navigation

des axones olfactifs en présence et en absence de Laminine y1.

Objectif 4) Etudier les potentiels mécanismes moléculaires grace auxquels la Laminine

exerce ses fonctions dans le systéme olfactif en développement.

Afin d’appréhender les mécanismes par lesquels la Laminine et/ou les membranes basales
jouent un role dans le développement du systéme olfactif, nous avons commencé a tester les
candidats suivants. (i) Le Collagéne IV, constituant majeur de la membrane basale, voit sa
distribution trés perturbée chez le mutant s/y du fait des altérations de la membrane basale
secondaires a 1’absence de Laminine. Cependant, des amas fibreux de Collagéne IV sont
toujours présents chez le mutant s/y a proximité des quelques axones qui parviennent a sortir
de I’OP, suggérant un rdle du Collagéne IV dans la croissance de ces axones. Nous avons
examing les effets de sa perte de fonction réalisée par la technique de CRISPR/Cas9, chez des
embryons contréles et mutants sly. (i) Les Intégrines sont des récepteurs majeurs de la
Laminine. Nous avons commencé a caractériser les effets de constructions dominantes
négatives ou constitutivement actives de certains effecteurs intracellulaires ((kinase FAK -
Focal Adhesion Kinase) et RhoGTPases) des Intégrines, afin d’évaluer leur éventuelle

implication dans les phénotypes du mutant sly.
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Résultats

Mes résultats sont organisés en deux parties :

Tout d’abord, je présenterai le manuscrit de 1’article scientifique que nous allons soumettre
trés prochainement pour publication dans un journal international & comité de lecture. Dans
cet article, nous présentons tout d’abord la distribution de la Laminine dans le systéme
olfactif du poisson-zebre ainsi que les perturbations des membranes basales induites par
I’absence de la chaine y1 de la Laminine chez le mutant s/y. Ensuite, nous examinons les
défauts de développement du systeme olfactif observés chez le mutant s/y durant la
coalescence de I’OP, le mouvement de flexure du cerveau et le développement des axones
olfactifs. L’ensemble de ces défauts nous permet d’identifier les fonctions de la Laminine,
et/ou des membranes basales entourant la placode olfactive et le cerveau, dans les processus
de morphogenese de la placode olfactive et de guidage des axones sensoriels olfactifs vers le
bulbe olfactif.

Dans la seconde partie, je présenterai mes résultats complémentaires visant a identifier les
mécanismes par lesquels la Laminine exerce ces nouvelles fonctions. Je présenterai d’abord
les approches que j’ai développées pour étudier le role potentiel du Collagene 1V, puis des
Intégrines. Je terminerai par une tentative de sauvetage du phénotype mutant s/y réalisé grace

a une lignée transgénique exprimant la Laminine 1.
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Laminin y1-dependent basement membranes maintain olfactory placode shape and

position, and allow proper olfactory axon development
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Abstract

Despite recent progress, the complex roles played by the extracellular matrix (ECM) in
development and disease are still far from being fully understood. Mutations of ECM
components often result in embryonic lethal phenotypes preventing the analysis of their in
vivo functions at later stages. Here, we took advantage of the zebrafish sly mutation which
affects Laminin y1, a major component of basement membranes. Maternal expression of the
y1 chain allows sly mutants to survive up to two days, thus providing an in vivo setting to
study late and potentially new functions of this ECM component. We focused on the role of
Laminin y1 in the development of the zebrafish olfactory system, involving the growth of the
axons from the sensory placode to the olfactory bulb and concomitant morphogenetic
movements occurring in the placode and the adjacent brain. Using a combination of
immunochemistry, electron microscopy and quantitative live imaging of cell movements and
axonal behaviours, we analysed basement membrane integrity, olfactory placode and brain
morphogenesis, and the development of the olfactory axons in sly mutants. Our results point
to an original contribution of Laminin-dependent basement membranes in organising the
border between the brain and the olfactory placode: they are essential to maintain placode
morphology and position during the forebrain flexure and to establish a robust physical
barrier between the two tissues, yet they allow the entry of the sensory axons in the brain

and their navigation towards the olfactory bulb.

122


mailto:marie.breau@sorbonne-universite.fr
mailto:alain.trembleau@sorbonne-universite.fr

Introduction

The extracellular matrix (ECM) is a network of glycoproteins which provides support to
tissues by contributing to mechanical and chemical signals regulating their biology. It
regulates multiple processes, including cell migration, survival/proliferation, differentiation
and polarity ((Walma and Yamada, 2020). In addition to the fundamental role of ECM in
development and homeostasis, mutations in matrix genes lead to a variety of genetic
disorders, and abnormal ECM remodelling drives disease progression in fibrosis,
neurological disorders and cancer (Karamanos et al., 2021; Soleman et al., 2013;
Theocharis et al., 2019; Yamada et al., 2022). ECM components are also critical factors in
tissue engineering and regenerative medicine (Kaur et al., 2021; Kim et al., 2021), and thus

represent valuable targets but also key players in a plethora of therapeutic applications.

The ECM can influence development and disease in many ways and, despite recent
advances, the full complexity of ECM functions is far from being understood. This partly
comes from the lack of tools to investigate ECM roles in vivo. Indeed, loss-of-function of
ECM components often leads to embryonic lethal phenotypes showing their early
requirement, for instance during implantation and gastrulation in mice (see for example
Miner and Yurchenco, 2004), but precluding the analysis of ECM functions at later stages of

development.

Laminins are major components of the basement membrane (BM), a layer of ECM lying on
the basal side of all epithelia, which is essential for their development and homeostasis.
Laminins are crucial to initiate BM assembly through self-polymerisation on cell surfaces
(Huang et al., 2003; Urbano et al., 2009, reviewed in Miner and Yurchenco, 2004). Laminins
are ao/B/y heterotrimers, with Laminin 111 believed to be the predominant isoform during
early development (Miner and Yurchenco, 2004). The zebrafish sly**% (sly/lamc1) mutation
(Wiellette et al., 2004) affects Laminin y1, present in 10 out of 18 isoforms. sly homozygous
mutants exhibit defects in notochord, blood vessel and somite morphogenesis (Dolez et al.,
2011; Odenthal et al., 1996; Parsons et al., 2002; Pollard et al., 2006; Stemple et al., 1996).
Maternal or residual expression of the y1 chain until around 12 hpf (hours-post-fertilisation)
(Dolez et al., 2011; Parsons et al., 2002) likely allows sly mutants to develop until 48-72 hpf,
thus providing an in vivo setting to examine later and potentially new functions of this ECM

component.
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In this study, we took advantage of the sly mutant to investigate the role of Laminin y1 in the
development of the zebrafish olfactory system. This neuronal circuit forms through the
growth of the axons from the olfactory placode to the olfactory bulb in the brain (Miyasaka et
al., 2007) in the context of morphogenetic movements shaping the placode and nearby
tissues (Aguillon et al., 2020; Breau et al., 2017; Hauptmann and Gerster, 2000; Monnot et
al., 2021; Ross et al.,, 1992). It is known that Laminin-rich BMs surround the developing
olfactory placodes (OPs) and adjacent brain (Torres-Paz and Whitlock, 2014; Torres-Paz et
al., 2021), yet their function in the construction of the olfactory system remains

uncharacterised.

Laminin stimulates neurite outgrowth for many types of neurons in vitro (reviewed in Powell
and Kleinman, 1997). In vivo, in the developing nervous system, Laminin is important for
neuroepithelial morphogenesis (Bryan et al., 2016; Ivanovitch et al., 2013; Sidhaye and
Norden, 2017; Tsuda et al., 2010), for neuronal migration and the prevention of ectopic
neuronal migration (Belvindrah et al.,, 2007; Chen et al., 2009; Grant and Moens, 2010;
Sittaramane et al., 2009), as well as for multiple aspects of axonal development including the
orientation of axon emergence (Moore et al.,, 2022; Randlett et al., 2011; Wolman et al.,
2008), and axon growth and pathfinding (Bonner and O’Connor, 2001; Chen et al., 2009;
Garcia-Alonso et al., 1996; Karlstrom et al., 1996; Paulus and Halloran, 2006).

Here, we provide a detailed description of Laminin expression during the construction of the
olfactory system, in both fixed and live zebrafish embryos. We then use the zebrafish sly
mutant, combined with live imaging to quantify cell/tissue movements and visualise axon
behaviours, to investigate Laminin functions in neuronal tissue morphogenesis and axon
development in vivo. We found that Laminin y1-dependent BMs are instrumental to maintain
OP shape and position, brain/placode boundary, and to allow proper growth and pathfinding

of the axons towards the olfactory bulb.
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Results

The developing OP and brain tissues are surrounded by Laminin-containing BMs

We first analysed Laminin distribution during the early morphogenesis of the OPs. Between
14 and 22 hpf, cell movements transform the initial elongated OP domains into two rounded
placodal structures on each side of the brain (Whitlock and Westerfield, 2000), in a process
referred to as OP coalescence. This occurs through two types of movements: first, cell
bodies from the anteroposterior extremities of the OP domain converge towards the OP
centre. OP cell bodies then move laterally, away from the brain, while their trailing axons
remain attached to the brain and grow through retrograde extension (Aguillon et al., 2020;
Breau et al., 2017; Monnot et al., 2022). During OP coalescence, cells in the adjacent brain
undergo a directional anterior movement (Breau et al.,, 2017; Monnot et al., 2022). To
analyse Laminin expression at these stages, we performed immunostainings with a Laminin
111 polyclonal antibody on Tg(neurog1:GFP) embryos (Blader et al., 2003), in which the
early-born OP neurons and a subpopulation of forebrain cells are labelled with GFP (Aguillon
et al., 2020; Breau et al., 2017; Madelaine et al., 2011). Consistent with previous
observations (Torres-Paz and Whitlock, 2014; Torres-Paz et al., 2021), we first noticed the
appearance of a continuous Laminin-rich BM structure surrounding the brain from 14-18 hpf,
while around the OP, only discrete Laminin patches or spots were detected at this stage (Fig.
1A, A)). By contrast, at the end of the coalescence process (22 hpf), two distinct BMs were
clearly visible around the brain and the OP (Fig. 1B, B’), suggesting that the Laminin-rich BM

of the OP assembles between 18 and 22 hpf, during the late phase of OP coalescence.

To further analyse the dynamics of Laminin y1 expression and of BM assembly at OP
coalescence stages, we took advantage of the TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP) line, in which
Laminin y1 is tagged with superfolder GFP and expressed under the control of its own
promoter (Yamaguchi et al., 2022). To co-label OP cells with a red fluorescent protein, we
used the Tg(cldnb:Gal4;, UAS:RFP) line (Breau et al., 2013), which expresses RFP in OP
cells and in peridermal skin cells from around 16 hpf. The expression is initially weak and
mosaic (Fig. 1E) and becomes progressively stronger and widespread in the OP (Fig. 1F).
Using confocal live imaging on TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP); Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP)
embryos (n = 4 imaged embryos, 2 independent experiments), we confirmed the progressive
BM-like accumulation of LamC1-sfGFP around the OP during the coalescence, with a
gradual increase of the BM fluorescence over time (Fig. 1E-F’ and Movie 1). From 14 hpf,
mesenchymal cells exhibiting cytoplasmic Laminin-sfGFP were seen to migrate anteriorly

close to or around the OP (Movie 1). According to the literature, these cells could represent
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migrating basal skin cells (Bakkers et al., 2002; O’'Brien et al., 2012), neural crest cells
(Bryan et al, 2020; Harden et al., 2012; Torres-Paz and Whitlock, 2014), and/or
mesodermally-derived cells of the periocular mesenchyme (Vocking et al., 2023). A subset
of RFP+ OP cells also displayed cytoplasmic Laminin-sfGFP signal, which became very
strong by the end of coalescence, sometimes in the form of intracellular vesicles (Fig. 1E-H’
and Movie 1). Altogether, these live imaging experiments suggest that Laminin y1 around the
OP is deposited mostly during late coalescence stages, from at least a subset of OP cells
and surrounding mesenchymal cells. Telencephalic cells also exhibited cytoplasmic
Laminin-sfGFP expression throughout OP coalescence (Movie 1), suggesting that the

forebrain contributes to the deposition of its own Laminin y1-containing BM at these stages.

To analyse whether the BMs of the brain and OP tissues are maintained at later stages, we
used Laminin 111 immunostaining on Tg(omp:meYFP) embryos, in which a subpopulation of
olfactory placode neurons is labelled from 22-24 hpf (Miyasaka et al., 2005; Miyasaka et al.,
2007; Sato et al, 2005; Sato et al, 2007), and confocal live imaging on
TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP); Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) transgenic embryos. Using both
approaches we observed, again at these stages, a strong, continuous BM-like signal
enveloping the brain and the OP, except (i) where the olfactory axons leave the OP and
enter the brain (defined respectively as the exit and entry points, see below) and, as we
previously reported (Baraban et al., 2023), (ii) above of the rosette structure assembling in
the dorsolateral region of the OP, at the interface with the skin, where the nostril orifice
opens around 30 hpf (Fig. 1C-D’, 1G-J). Thus, the OP and adjacent brain tissues are
ensheated by Laminin-containing BMs from early stages of olfactory system assembly (as
depicted in Fig. 1K), suggesting these BMs could play a role in their morphogenesis or in the

maintenance of their shape during development.

Laminin distribution suggests a role in olfactory axon development

It has been proposed that the zebrafish OP contains a transient population of unipolar,
dendrite-less pioneer neurons located in the ventral and medial region of the OP: their axons
are the first to grow out of the OP at 22-24 hpf, and ablation experiments suggested that
they could act as a scaffold for the growth of the axons of the later born olfactory sensory
neurons (OSNSs), located in the dorso-lateral rosette (Whitlock and Westerfield, 1998). To
investigate the distribution of Laminin in relation with axonal development in the olfactory
system, we used the Tg(omp:meYFP) line in which membrane-targeted YFP allows to
visualise olfactory axons, including pioneer axons and axons from the ciliated OSNs

(Miyasaka et al., 2005; Miyasaka et al., 2005; Miyasaka et al., 2007). Previous time-course
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studies using this transgenic line showed that following OP coalescence, the YFP+ axons
leave the OP from 22-24 hpf through a restricted region (the exit point) in the ventro-medial
OP, grow dorsally as a fasciculated bundle until around 32 hpf, then start defasciculating in
the presumptive olfactory bulb region in the brain (Miyasaka et al., 2005; Miyasaka et al.,
2005; Miyasaka et al., 2007; Sato et al., 2007). Immunostaining for Laminin 111 revealed
local disruptions in the BMs ensheathing the OP and the brain, precisely where the YFP+
olfactory axons exit the OP (exit point) and enter the brain (entry point) (Fig. 1C-D’). Once
into the brain, from around 28 hpf, the most distal/dorsal extremity of the YFP+ olfactory
axon bundle was systematically in close contact with the Laminin-labelled BM of the brain
(while the shafts of the bundled axons were usually not touching the BM) (Fig. 1C-D’),
suggesting that the axonal growth cones use it as a substrate to migrate towards the

olfactory bulb.

To better understand when and how the gaps of the exit and entry points form in the BMs,
we took advantage of our live imaging experiments performed on
TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP); Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) embryos. By the end of the
coalescence, during the late phases of assembly of the Laminin-sfGFP-containing BM
around the OP, we noticed that small interruptions of the BM were already present near the
axon tips, along the ventral and medial wall of the OP (Movie 2). This suggests that the exit
point does not open through local perforation of a pre-existing BM around the OP, but rather
through incomplete BM synthesis or assembly in this specific area. The entry point was
slightly more dorsal than the exit point (of about 10-20 ym), and the initial dorsal growth of
the axons thus occurred between the two BMs (Fig. 1F-H’). The opening of the entry point
through the brain BM was concomitant with the arrival of the RFP+ axons, suggesting that
the axons degrade or displace BM components to allow for their entry in the brain (Fig.
1G-H and Movie 2). Once in the brain, as observed in fixed embryos, the tip of the RFP+
axons migrated in close proximity with the brain BM (Fig. 1H, ). Overall our observations
indicate that the olfactory axons first grow dorsally for a short distance in between the BMs
of the OP and the brain, and then migrate along the internal side of the brain’s BM (Fig. 1K).
We thus hypothesise that the Laminin-rich BMs serve as a migratory path for the axons

during their journey from the OP to the olfactory bulb.

The integrity of BMs around the brain and the OP is affected in the sly mutant

We used the sly mutant to analyse the function of Laminin y1 in the development of the
zebrafish olfactory system. As previously observed (Dolez et al., 2011; Parsons et al., 2002;

Stemple et al., 1996; Wiellette et al., 2004), Laminin 111 immunoreactivity could not be
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detected in homozygous sly mutants (referred to as sly mutants) at all the analysed stages,
from 16 to 36 hpf, while heterozygous sly+/- embryos displayed an expression pattern that
was similar to +/+ embryos (Fig. 2A-C’). This indicates that the y1 chain is required for the
assembly of Laminin 111, and that there is likely no residual/maternal Laminin expression at
the onset of OP coalescence. Since Laminins are essential for BM assembly in other
contexts (Lee and Gross, 2007; Li et al., 2005; Miner and Yurchenco, 2004; Smyth et al.,
1999; Urbano et al., 2009), we further checked whether the BMs surrounding the OP and the
brain are still present and correctly structured in sly mutants. We carried out immunostaining
for two other BM components, Collagen IV and Nidogen, at 22, 28 and 36 hpf. Nidogen was
present in BM-like structures around the OP and the brain in control siblings, with a pattern
resembling that of Laminin 111, while in sly mutants no staining could be detected around
the two tissues (Fig. 2D-F’). In controls, Collagen IV was present in the linear BMs around
the OP and the brain, and, with a more fibrous/interstitial distribution, in the mesenchymal
tissues surrounding the OP. In sly mutants, Collagen IV immunoreactivity was not totally
abolished: the BM-like staining was absent, but some patches of fibrous expression
remained around the OP, at various locations (Fig. 2G-I’).

We next used electron microscopy to analyse the ultrastructure of BMs in sly mutants and
control siblings at 24 and 32 hpf. We focused on areas located at the interface between the
forebrain and the OP, where NCC are known to migrate from OP coalescence stages (Bryan
et al.,, 2020). OP cells, brain cells and NCC could be identified by their position and
morphology: presumptive migrating NCC showed an elongated morphology along the
anteroposterior axis, which clearly differed from the round shape of OP cell bodies and from
brain neuroepithelial cells elongated along the mediolateral axis (Fig. 1L, L’). At 24 hpf in
controls, the plasma membranes of NCC were separated from those of adjacent OP and
brain cells by a 120 nm-wide gap containing electron dense, ECM material likely
representing the BMs of the two tissues. In sly mutants, almost no NCC could be detected,
suggesting that NCC migration is affected by the absence of Laminin y1 or of BMs around
the OP and/or the brain. In this mutant context, the plasma membranes of OP and brain cells
were separated by a 40 nm-wide gap, which was significantly smaller than in controls. This
gap was most often devoid of electron dense material (Fig. 2J, J’, M). A similar trend was
detected at 32 hpf (Fig 2K, K’, N). By contrast, the thickness of the gaps separating cell
membranes within the OP tissue, or within the brain tissue, was unchanged in mutants as
compared with controls (Fig. S1). Altogether, these results show that the integrity of the BMs
is strongly affected in the absence of Laminin y1 in sly mutants. We next analysed the
consequences on the development of the olfactory system components (placode, brain,

olfactory axons).
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Role of Laminin y1-dependent BMs in OP coalescence

Does the Laminin y1-containing BM assembling around the OP play a role in the
coalescence process? To answer this question, we first measured the dimensions of the
Tg(neurog1:GFP)+ OP cell clusters at 22 hpf (end of coalescence) on fixed sly mutants and
control siblings. The mediolateral (ML) dimension of the OP was slightly increased in
mutants, while no difference was found for anteroposterior (AP) and dorsoventral (DV)
dimensions of the OP (Fig. 3A-E). The higher ML dimension could be the consequence of an
increase in the number of GFP+ cells, however immunostainings revealed no difference in
the number of Phospho-Histone H3-positive cells in the OPs of sly mutants and control
siblings at 16 and 21 hpf (Fig. S2A, B, E, F), and, as previously reported in other tissues
(Parsons et al., 2002), a tendency for the sly mutants to exhibit increased apoptosis, shown
with Activated Caspase 3 staining (Fig. S2I, J, M, N). The higher ML dimension could also
be due to increased lateral movements of OP cell bodies in the absence of the BM
surrounding the OP. To test this hypothesis, we performed live-imaging on sly mutants and
control siblings carrying the Tg(neurog1:GFP) transgene, mounted in a dorsal view (n =5
mutants and n = 5 controls). Individual nuclei of GFP+ OP and brain cells were tracked using
widespread expression of H2B-RFP, obtained through mRNA injection (Fig. 3F-I and Movie
3). From the cell trajectories we extracted the 3D Mean Square Displacements (MSD), a
measure of the volume explored by a cell in a given period of time. No significant difference
was observed for the MSD of OP cells between controls and sly mutants, but the MSD was
higher for brain cells in the mutants (Fig. 3J, K). Direction wise, surprisingly OP cells did not
show any change in their total ML displacement (Fig. 3L), nor in their DV displacement (Fig.
3M). Differences, although not statistically significant, could be detected along the AP axis
for anterior, central and posterior OP cells (defined as in Breau et al., 2017): in the mutants
the anterior cohort of cells tend to migrate less posteriorly, while central and posterior cells
migrated more anteriorly, as if the final cell positions were all shifted towards more anterior
locations (Fig. 3N-P). In conclusion, while brain cells move faster in the absence of BM at
coalescence stages, overall the OP cell movements occur with normal parameters and allow
the condensation of OPs into compact neuronal clusters in the sly mutants. It is possible
however that the position of the OP along the AP axis is changed and shifted anteriorly at

the end of OP coalescence.

Role of Laminin y1-dependent BMs during the forebrain flexure

Following OP coalescence, the forebrain flexure, a major morphogenetic process which is

essential for the final folded shape of the vertebrate brain, starts to remodel the head tissues
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(Chapman et al., 2005; Garcia et al., 2017; Hauptmann and Gerster, 2000; Tropepe and
Sive, 2003). In zebrafish the bending of the forebrain, which displaces the anterior brain
ventrally through the formation of a fold in the brain floor, has been previously reported to
occur between 24 and 48 hpf, through the observation, on fixed samples, of changes in brain
morphology (Ross et al., 1992) or in the position of patterning gene expression domains
(Hauptmann and Gerster, 2000). When this morphogenetic remodelling takes place, the
brain and OP tissues are enveloped by Laminin y1-containing BMs, as described above (Fig.
1C-D’ and F-I). We set out to investigate the role of these BMs during the forebrain flexure.
The Tg(omp:meYFP) transgene expression was used to quantify the dimensions of the
YFP+ cluster in the OP at various stages of the flexure (24, 28, 32 and 36 hpf), in sly
mutants and control siblings. While no change could be detected in the AP and ML
dimensions of the YFP+ cluster, its DV dimension was significantly increased at all the
analysed stages (Fig. 4A-E and Fig. S3A-L). This higher DV dimension is unlikely to result
from an increase in the number of cells, since YFP+ dividing cells were not more numerous
in sly mutants (Fig. S2C, D, G, H), and YFP+ OP clusters displayed increased apoptosis, as
observed at earlier stages (Fig. S2K, L, O, P). In addition to the DV elongation of the OP
tissue, isolated, ectopic (mispositioned) YFP+ cells were observed all around the YFP+
cluster in the sly mutants (Fig. 4F-H).

To better understand the origin of these phenotypes, we analysed the dynamic behaviour of
brain and OP cells occurring during the forebrain flexure. To do so, we carried out live
imaging from 22 to 40 hpf on Tg(omp:meYFP) sly mutants and control siblings injected with
H2B-RFP mRNA to label all nuclei, and tracked individual YFP+ OP cells and adjacent brain
cells (n = 4 mutants and n = 4 controls) (Fig. 4I-L and Movie 4). From 24-26 hpf we observed
a marked anterior and ventral departure of brain cells in both control and sly mutant
embryos, representing the onset of the flexure movement. Strikingly, OP cells also moved
anterioly and ventrally from these stages, in coordination with the brain (Fig. 4J, L). MSD
analysis revealed that OP cells move with a higher MSD in sly mutants than in controls. A
similar trend was observed for brain cells, but is not statistically significant (Fig 4M, N).
Moreover, upon visualisation of the cell trajectories in a lateral (YZ) view, we noticed that in
4/4 mutant embryos, brain and OP cells exhibited curved trajectories, moving first anteriorly
and ventrally, then turning posteriorly, while this phenomenon occurred only in 1/4 control
sibling during the duration of our movies (Fig. S3M, N). This reinforces the idea that brain
and OP cells are subjected to an accelerated or enhanced forebrain flexure remodelling in
the sly mutants, and suggests that in the wild type situation the BMs allow the tissues, and in
particular the OP, to resist to the morphogenetic movements associated with the flexure.

Altogether, our findings show that the Laminin y1-containing BMs are required to prevent OP
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cell scattering, dampen OP cell movements and maintain OP shape during the forebrain

flexure.

Laminin y1-dependent BMs are required to define a robust boundary between the OP

and the brain during the forebrain flexure

OP cells undergo anterior and ventral movements during the forebrain flexure. We noticed
that, while in control siblings OP cells also display a laterally-oriented displacement, they
rather move in the medial direction in sly mutants, towards the brain, as if the two OPs were
progressively converging towards each other (Fig. 4J, L, O, P). This prompted us to image
OP and brain tissues in 3D to visualise the boundary between the two tissues and analyse
the width of the brain. To do so, we first performed immunostainings at 28 and 36 hpf for the
pan-neuronal marker HuC to visualise neurons in the OP and brain on Tg(cldnb:Gal4;
UAS:RFP) embryos, in which RFP is expressed in the OP, but not in the brain. Strikingly,
qualitative observations of these z-stacks revealed that OPs in sly mutants are embedded
within the brain tissue and display a curved and fuzzy boundary with the brain, while the
frontier between the two tissues appears as a straight line in control siblings (Fig. S4A, A,
Fig. 5A, A" and Movie 5). To quantify the width of the brain, we took advantage of the
Tg(eltC:GFP) line (Stedman et al., 2009), which expresses GFP in forebrain cells located
between the two OPs, and crossed it with the Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) line to label the OPs
(Fig. S4B, B’ and Fig. 5B, B’). We measured the width of the GFP-expressing forebrain in 3
distincts AP levels and 3 distinct DV levels in between the two OPs (as depicted in Fig. S4B,
B’ and Fig. 5B, B’ for the DV levels). This revealed that the width of the forebrain in sly
mutants is smaller than in controls, in particular in the anterior and dorsal areas of this
forebrain domain, where OPs are located (Fig S4C, D and Fig. 5C, D). Next, we
quantitatively analysed the straightness of the brain/OP boundary. Note that the
Tg(eltC:GFP) line could not be used for that purpose because a few cells in the OP also
express the transgene. In addition, Tg(cldnb:Gal4;, UAS:RFP) expression is mosaic in the
OP, preventing the use of this line to assess the shape of the brain/OP boundary. To perform
such a quantification we thus turned to immunostainings for DIx3b, a transcription factor
specifically expressed in OP (and skin) cells (Torres-Paz and Whitlock, 2014). We used deep
learning to segment the 3D z-stacks of DIx3b-immunostained embryos, and quantified the
distortion of the OP/brain frontier at various z levels. This demonstrated that the OP/brain
boundary is more curved and/or less defined in sly mutants as compared with controls (Fig.
5E-L). Thus, our analyses of cell tracks, brain size and of the shape of the brain/OP
boundary suggest that the forebrain is smaller and distorted in sly mutants due to the

inward/medial convergence of the two OPs. These findings reveal that the Laminin
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y1-dependent BMs serve to establish a straight brain/OP boundary preventing the late

convergence of the two OPs towards each other during the flexure movement.

Role of Laminin y1-dependent BMs in olfactory axon development

The growth of the olfactory axons starts with the retrograde axon extension of the proximal
portions of the axons during OP coalescence, from 14 to 22 hpf (Breau et al., 2017),
followed by the dorsal growth from the brain/OP boundary to the olfactory bulb from 22 to 32
hpf (Fig. 1K). Laminin has been reported to orient the emergence of axons in other in vivo
contexts (Randlett et al., 2011). Do the Laminin-dependent BMs play any role in axon
emergence or anchoring during retrograde axon extension? On fixed Tg(omp:meYFP) sly
mutants at 24 hpf, numerous YFP+ neurons had their proximal axonal portion attached to
the brain surface (Fig. S5-C, D), suggesting that retrograde axon extension occurs normally
for at least some of the YFP+ OP neurons. Thus, the presence of a BM around the OP
and/or the brain appears not to be an absolute requirement for the attachment of axon tips to
the ventral and medial wall of the OP during retrograde axon extension.

Are Laminin-dependent BMs important for the growth of the axons from the brain/OP
boundary to the olfactory bulb, as suggested by Laminin expression? Previous studies
reported that Laminin promotes axon growth in primary cultures of rat olfactory sensory
neurons (Kafitz and Greer, 1997) and of other neuronal cell types in vitro (Powell and
Kleinman, 1997), suggesting it could represent a favorable substrate in vivo. In addition,
axonal guidance defects (i.e. abnormal direction for axonal growth) have been previously
observed in Laminin mutants, for instance for the retinotectal projections (Karlstrom et al.,
1996). We first examined the axons in Tg(omp:meYFP) sly mutants and control siblings at
24, 28, 32 and 36 hpf. In mutant embryos, severe axonal defects were observed. Most YFP+
axons were unable to leave the OP and appeared to stall at the OP/brain boundary (Fig.
S5E, left column). In some embryos (8-10%), a small proportion of axons managed to reach
the presumptive OB region by exiting the OP dorsally, while the axons would normally exit
the OP and enter the brain at more ventral positions in the controls (Fig. S5E, left column, an
example is shown in Fig. 4B, Movie 6). In addition, ectopic medial projections were observed
in mutant embryos (18 to 30% of the embryos depending on the stage, as compared to 0 to
9% in control embryos, Fig. S5E, right column).

So far the growth/navigation of the zebrafish olfactory axons from the OP to the bulb has
been mostly characterised using fixed samples, or live imaging with long time intervals
(Dynes and Ngai, 1998; Miyasaka et al., 2007). The dynamics of axon growth is difficult to
analyse in our movies performed on sly mutants carrying the Tg(omp:meYFP) transgene

because of the high density of labelled axons. To analyse the dynamic behaviour of the
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axons, we thus turned to live imaging performed from 22 hpf on sly mutant and control
embryos injected with the omp:meYFP plasmid, in order to obtain a mosaic labelling of the
YFP+ neurons and their axons (n = 5 mutants and n = 5 controls from 6 independent
experiments, Fig. 6A, B). We tracked individual YFP+ growth cones, as well as YFP+ cell
bodies in the OP, during consecutive periods of 200 min each. To analyse the trajectories of
the growth cones, we substracted the movement of OP cell bodies from the growth cone
tracks, in order to remove the contribution of the global flexure remodelling and visualise
specifically the behaviours of the axons with respect to the surrounding cells/tissue. In
control embryos, as expected, growth cones overall showed a dorsal and medial migration,
except at the end of the movie, which likely corresponds to their arrival and stalling in the
presumptive olfactory bulb. By contrast, growth cones in the sly mutants did not display a
directional migration towards the bulb. They were active and explored the environment, but
moved on short distances without preferential direction (Fig. 6C-N). These live imaging
analyses confirm that the migration of the olfactory axons is drastically impaired in sly
mutants, showing that Laminin y1-dependent BMs are essential for the growth and

navigation of the axons from the OP to the olfactory bulb.
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Discussion

Our study highlights key roles of Laminin-dependent BMs in critical aspects of the
development of the zebrafish olfactory system, revealed here through the detailed analysis
of the Laminin y1 loss-of-function mutant sly. During the late development of the OP,
Laminin-dependent BMs turned out to be essential to maintain its shape and proper position,
and to establish a robust brain/placode boundary. In addition, Laminin-dependent BMs also
appeared to be instrumental to ensure a proper growth and pathfinding of the olfactory
axons towards the developing olfactory bulb. In the following paragraphs, we will discuss
those new roles assigned to BMs in the context of the development of the zebrafish olfactory

system, in light of the literature.

The BM of the OP acts as a “shell” maintaining its shape and proper position during

the forebrain flexure

Our data document a mild perturbation of cell movements during OP coalescence, which
suggests that Laminin-dependent BMs are overall dispensable for the OP to acquire its initial
shape. However, our observation that the OP of the sly mutant becomes significantly
elongated in the DV dimension during the forebrain flexure provides strong evidence for an
unexpected role of the laminin-dependent BMs in preventing OP deformation during this
major remodelling of the head tissues. We discovered, along our live imaging observations,
a joint anterior and ventral movement of the placodes and forebrain during the flexure time
period in the control animals, as if the placodes were dragged along in the same
antero-ventral movement as the forebrain. We hypothesize that the BM of the OP prevents
its deformation in response to the forces generated by the morphogenetic movement of the

neighboring brain, but this will require further experimental testing.

The ability of the placode BM to limit the deformation of the OP during this developmental
step most probably relies on its mechanical properties, such as its stiffness. In the
Drosophila egg chamber model, while Laminin itself has a minor contribution to the BM
mechanical properties, Collagen |V, which deposition in the BM depends on Laminin (Diaz
de la Loza et al., 2017) has a major contribution to these properties, and in particular to its
stiffness (Topfer et al., 2022). Given these pieces of data, even though the putative loss of
mechanical properties leading to OP deformation observed in the sly mutant is consecutive
of a Laminin loss-of-function, it remains conceivable that it is the Collagen 1V, rather than the
Laminin y1 itself, which is responsible of these mechanical properties in wild-type animals.

This hypothesis, in line with the dramatic disorganization of the Collagen IV pattern observed
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by immunofluorescence in the sly mutant, however requires to be challenged by further

investigation.

BMs were for long considered as inert and passive biological material, unable to generate
forces by themselves. We now know that their composition is dynamic during
morphogenesis (Diaz de la Loza et al., 2017; Harunaga et al., 2014; Van De Bor et al.,
2021), and it has been proposed that this dynamics may generate autonomous stresses, i.e.
within the BM itself (Loganathan et al., 2016; Pastor-Pareja and Xu, 2011; Zamir et al.,
2008). Accordingly, Serna-Morales et al. (bioRxiv, 2022.04.18.488510) recently showed that
the Drosophila ventral nerve cord morphodynamics is driven by a sudden increase in
ECM-driven surface tension due to exponential assembly of Collagen IV in the BM. Still in
Drosophila, it was recently shown that the elastic ECM enveloping the wing imaginal disc is
a form of “active” shell whose growth affects the tissue layers upon morphogenesis
(Harmansa et al., 2023). Whether such mechanisms participate to the control of the OP
shape during the brain flexure remains to be addressed, through the analysis of the
dynamics of expression of Collagen IV or other components of the BM, and of their

integration into the BM, as well as through biomechanical investigations.

A dramatic consequence of the absence of proper OP and brain BMs in the sly mutant is the
curved and undefined frontier between the brain and OP, with placodal cells tending to
locally intermingle with brain cells, and vice versa, along the OP/brain interface. This set of
data highlights a key role of these BMs in establishing a robust and straight boundary
between the placode and the brain, preventing cell intermixing between the two tissues.
Similar functions of Laminin-dependent BMs have already been observed in C. elegans, with
Laminin mutants displaying an altered pharynx development, associated with tissue
intermixing (Huang et al., 2003). The absence of a clear boundary between the OP and the
brain in the sly mutant is accompanied by an apparent distortion of the brain, with notable
reduced dimension in its medio-lateral axis. This phenotype, possibly due to an inward
migration of the placodes that become almost embedded in the brain, illustrates an
additional and unexpected role of the OP and brain BMs, in preventing late convergence of

the two placodes towards each other during the flexure movement.

BMs act as guidance cues participating to the pathfinding of olfactory axons along

their journey from the OP to the olfactory bulb

The early development of zebrafish olfactory axons begins with their retrograde extension,

involving the attachment of the tips of the protrusions (which turned out to correspond to the
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early differentiating axons) to the brain surface, followed by a lateral movement of the OP
cell bodies in the opposite direction (Breau et al., 2017). This initial step appears not to be
affected in the sly mutant. In addition, our live imaging experiments in the
TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP) background show that the Laminin y1-containing BM of the
OP, which assembles during its coalescence, does not form where the axon tips are
anchored, thereby leaving open a gap in the BM (the exit point), allowing them to later exit
the OP (see below). These results suggest that Laminin-dependent BMs are dispensable for
this retrograde axon extension and, more specifically, that Laminin y1 itself of other
components of the BMs are unlikely to play a role in the anchoring of those axon tips onto

the brain surface, which is a prerequisite for their retrograde extension.

Our study shows that following this early step of retrograde elongation, the axons of OP
neurons (visualised with the Tg(omp:meYFP) transgene) grow and navigate using bona fide
growth cones, assemble a tight axon fascicle which crosses the BM of the OP, turns and
migrates dorsally for a short distance between both BMs and thereafter crosses the brain
BM to reach the brain tissue and navigate towards the olfactory bulb. In other words, the
olfactory axons have to cross two BMs. Our data show that the axons cross the first BM as it
is still under construction and contain perforations, thus taking advantage of BM-free small
pores to exit the OP and reach the narrow area located between the still developing BM of
the OP and the already differentiated and continuous brain BM. By contrast, the entry point
into the brain, across the second BM, opens with the arrival of the axons, suggesting that
this opening is achieved by the axons themselves. It will be interesting, in future work, to
determine whether the axons locally degrade the BM through the secretion of matrix
metalloproteases, or displace the BM by using physical protrusive forces, or use a
combination of both mechanisms (Chang and Chaudhuri, 2019; Ihara et al., 2011; Nazari et
al., 2022; Yamada et al., 2022).

As they migrate in the narrow corridor between the OP and brain BMs, olfactory axons
remain confined in close proximity to the Laminin-rich BMs. Entering into the brain tissue,
olfactory axons migrate collectively within a dynamic bundle growing towards the dorsal
presumptive olfactory bulb region. Importantly, once they have reached the brain tissue, the
distalmost tip of this axon bundle still grows in close apposition to the internal surface of the
Laminin-rich BM of the brain, suggesting that this BM serves as a migratory path promoting
the growth of these axons. This hypothesis is reinforced by the fact that axon growth and
directionality are dramatically impaired in the sly mutant, in which only few axons expressing
Tg(omp:meYFP) are able to extend properly towards their target area. This phenotype is

unlikely to be the result of defects in neuronal differentiation, as demonstrated by HuC
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immunolabeling and expression of the Tg(heurog1:GFP) and Tg(omp:meYFP) transgenes,
which do not show obvious difference as compared to control animals, but appears to be
rather due to axon growth and navigation defects. We did not formally identify the
component(s) of the BM involved in this Laminin-rich BM-dependent axon extension and
pathfinding, but we consider Laminin itself as a good candidate for acting as a privileged
substrate for olfactory axon elongation, as has already be suggested for other populations
of axons in zebrafish (Paulus and Halloran, 2006; Semina et al., 2006), and shown in
rodents to favor OSN axon extension in vitro, and to be present in vivo along all the pathway
followed by OSN axons during their development, from the olfactory epithelium to the
olfactory bulb (Kafitz and Greer, 1997). From a molecular point of view, it has been
established on cultured sympathetic neurons that Laminin accelerates the growth of axons
through binding to integrins, which favors the formation of F-actin in the growth cone in a
microtubule- and Rac1-dependent manner (Grabham et al.,, 2003). Recently, Abe et al.
(2021) further documented another role of Laminin in promoting hippocampal neuron growth
cones enhanced progression on stiff substrate, through its interaction with L1, highlighting a
new mechanosensitive axon outgrowth mediated by a L1-Laminin clutch mechanism (Abe et
al., 2021). Whereas such Laminin-dependent mechanisms are used for guiding olfactory
axons in zebrafish remains to be further explored. Other components of the BM, also
affected in the sly mutant, may be involved as well in the regulation of olfactory axon
navigation. Still in rodents indeed, the characterisation of the spatial and temporal
expression of ECM proteins along the developing olfactory pathway unraveled a complex
interplay between ECM permissive and inhibitory cues expressed in a dynamic way,
appearing to restrict axons to the pathway while promoting axon outgrowth within (Shay et
al., 2008).

In addition to ECM molecules present in the BMs, guidance cues interacting with these
molecules may also be involved in some aspects of the axonal defects observed in the sly
mutant. For example, while Xenopus retinal axons are repulsed by ephrin-A5 on fibronectin,
they are attracted by ephrin-A5 on Laminin (Weinl et al., 2003), and Laminin converts
netrin-mediated attraction of these axons to repulsion (Hopker et al., 1999). Moreover,
whereas slit2 repulses Robo expressing axons of dorsal root ganglia neurons, this repulsive
effect is lost in absence of Laminin 111 (Nguyen-Ba-Charvet et al., 2001). Netrin1a and
netrin 1b are expressed in the zebrafish forebrain close to the route of the axons, where they
play an attractive role for olfactory axons which express the netrin receptor DCC (Dang et
al., 2023; Lakhina et al., 2012). In addition, several ephrin and slits ligands are expressed in

the forebrain at stages of axonal growth (zfin.org, Miyasaka et al., 2005). We may thus
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envisage that the absence of Laminin in the sly mutant may change in some way the netrin-,

ephrin- or slit-dependent pathfinding of olfactory axons.

In conclusion, our findings indicate that the boundary between the sensory and central
components of the olfactory system (Suter and Jaworski, 2019) is organised by the BMs of
the OP and the brain. These BMs are permeable at specific locations to allow the sensory
axons to enter the brain and use them as a substrate to grow towards the olfactory bulb, but
at the same time they ensure a clear separation of the two tissues by preventing intermixing

and tissue distortion.
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Material and Methods

Zebrafish lines

Wild-type, transgenic and mutant zebrafish embryos were obtained by natural spawning. In
the text, the developmental times in hpf indicate hours post-fertilization at 28.5°C. To obtain
the 14-22 hpf stages, embryos were collected at 10 am, incubated for 2h at 28°C before
being placed overnight in a 23°C incubator to slow down development. Using this protocol,
the embryos were at 14 hpf in the following morning at 10 am. We used the following lines
(the simplified names are used in the figures and their legends): the zebrafish sly**%
(sly/lamc1) mutant (referred to as the sly mutant, (Wiellette et al., 2004), the foxd3?"° mutant
(Stewart et al., 2006), the Tg(-8.4neurog1:GFP)*’ (referred to as ngn1:gfp, Blader et al.,
2003) line to label the early-born OP neurons at coalescence stages,
Tg(-2.00mpb:gapYFP)"%? (a gift from Nobuhiko Miyasaka, RIKEN Institute, National
Bioresource Project of Japan, referred to as omp:yfp, Sato et al.,, 2007) to label
ompb-expressing OP neurons and their axons from 22 hpf, and Tg(-4.0cldnb:GalTA4,
cry:RFP)"™"  (referred to as cldnb:Gal4, Breau et al., 2013) combined with
Tg(14XUAS:mRFP.Xla.Cryg:GFP)"? (referred to as UAS:RFP, Balciuniene et al., 2013) to
label all cells of the OP and their axons. The TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP) line (referred to
as lamC1:lamC1-sfGFP, Yamaguchi et al., 2022) was used to visualise the expression of
LamC1-sfGFP under the control of the lamC1 promoter. The Tg(eltC:GFP)*"'%°™ line (referred
to as elementC:gfp, Stedman et al., 2009) was used to label the forebrain. All our
experiments were made in agreement with the European Directive 210/63/EU on the
protection of animals used for scientific purposes, and the French application decree “Décret
2013-118". The fish facility has been approved by the French “Service for animal protection
and health”, with the approval number A-75-05-25.

Genotyping

The sly*®® mutant allele and the wild type locus were genotyped by PCR with the following
primers: FW: CAT GAC GGC AAA GTT GGT GA; RV1: CCATGC CTT GCA AAATGG CGT
TAC TTA A; RV2: TGT AGG AGA GAA GTC GCG AG. To detect the sly*** allele (which is
an insertion mutant, Wiellette et al., 2004), the FW and RV1 were used to amplify a PCR
product of 554 bp. The wild type allele was detected with the FW and RV2 primers to amplify
a PCR product of 617 bp. The foxd3*"° allele was genotyped with the CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequences) technique (Neff et al., 2002) using the Sspl restriction
enzyme (NEB, R132S), as described in Bryan et al., 2020).
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Immunostainings

For Laminin, Nidogen and Collagen IV immunostainings, embryos were fixed in 4%
paraformaldehyde (PFA, in PBS), dehydrated in methanol/PBS series and stored in
methanol at — 20 °C. Embryos were rehydrated in methanol/PBS series, washed in PBS and
treated with 10 ug/mL proteinase K (embryos at 24 hpf or younger: 1 min 30 s of incubation,
later stages: 3 min of incubation). Embryos were then whashed in glycin 2 mg/mL, post-fixed
in 4% PFA and washed in PBS. For the other immunostainings, embryos were simply fixed
in 4% PFA and washed in PBS. Embryos were then blocked in 3% goat serum and 0.3%
triton in PBS for 2h at room temperature or overnight at 4°C and incubated overnight at 4°C
with primary and secondary antibodies.

The following primary antibodies were used: anti-Laminin (rabbit, 1/100, L-9393, Sigma),
anti-Nidogen (rabbit, 1/200, ab14511, Abcam), anti-Collagen IV (rabbit, 1/200, ab6586,
Abcam), anti-GFP (chicken, 1/200, GFP-1020, Aves labs), anti-DsRed (rabbit, 1/300,
632496, Takara), anti phospho-Histone H3 (rabbit, 1/200, 06-570, Millipore), anti activated
Caspase 3 (rabbit, 1/200, AF835, R and D systems), anti HuC/D (mouse, 1/200, clone
16A11, A-21271, Thermofischer scientific) and anti-DIx3b (mouse, 1/500, ZIRC).

Image acquisition

For live imaging, embryos were dechorionated manually and mounted at 14 hpfin 0.5% low
melting agarose in 1X E3 medium. For movies on ngn1:gfp embryos at coalescence stages,
the embryos were imaged directly after the mounting, using a dorsal view, from 14 to 22 hpf.
For movies on omp:yfp embryos, the embryos were placed at 33°C just after the mounting,
and imaged from 22 hpf with a frontal view. Movies were recorded at 28.5°C on a Leica TCS
SP8 MPII upright multiphoton microscope using a 25X (numerical aperture (NA) 0.95) water
lens. For fixed embryos, immunostained embryos were mounted in 0.5% low melting
agarose in PBS and imaged on a Leica TCS SP5 AOBS upright confocal microscope using
a 63X (NA 0.9) water lens or on a Zeiss 980 FAST Airyscan with a 20X (NA 1.0) water lens.
For electron microscopy, the zebrafish embryos were fixed in 2% glutaraldehyde and 2%
PFA in 0.1M cacodylate pH 7.2 overnight at 4°C. Samples were washed in 0.1M cacodylate
buffer, incubated for 1h in 1% osmium tetroxide in 0.1M cacodylate buffer, washed with
deionized water, incubated 1h in 1% Uranyl Acetate and washed again with deionized water.
To facilitate their orientation for sectionning, the zebrafish embryos were embedded in 4%
agarose before being dehydrated through graded concentration of ethanol (50-70-95-
100%). Samples were pre-embedded with graded concentration of anhydrous acetone and
EPON epoxy resin mix (3:1 — 1:1 — 1:3) and embedded with 100% EPON. Finally, the
embryos were mounted on silicon flat mold and polymerized at 60°C for 72 h. Ultrathin

sections (80 nm) were prepared with an Ultracut ultramicrotome (UCT, Leica microsystems).
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They were deposited on silicon wafers, and contrasted with 2.5% uranyl acetate and 2%
lead citrate. The wafers were stuck on aluminum stubs, plasma-cleaned, and observed at
1.5 kV, with a 30 um aperture diameter and high current mode, at 2 mm WD, with SE and
BSE in column detectors, in high vacuum in a Field-Emission SEM (Gemini 500, Zeiss).
Images were automatically acquired with Atlas 5 (Fibics), with a pixel dwell time of 12.8 ps, a
line averaging of 5, with a 8192 x 8192 definition and a pixel size fixed at 2.5 nm
(corresponding to an image size of 20.5 x 20.5 pm), and an overlap of 16% between
images. To obtain final mosaics, LookUp Table were inverted, SE and BSE signals were

mixed, and manual stitching was made.

Image analysis

OP and brain dimensions. The ML dimension of the OP represents the distance between the
most medial and the most lateral GFP+ or YFP+ cells in ngn1:gfp or omp:yfp embryos,
respectively. Ectopic fluorescent cells (cells that are physically separated from the main
cluster) were not taken into account for this measurement. The same method was applied to
quantify the AP and DV dimensions of the OP tissue. The thickness of the brain was
measured using the GFP forebrain expression in elementC:gfp embryos, at 3 different AP
positions and 3 different DV positions.

Thickness of the intercellular space in EM images. Analyses were performed on 1000
pixel-long rectangular regions at the interface between NCC and brain or OP cells in
controls, and at the brain/OP interface in sly mutants (from 3 to 7 regions per embryo). In
each region, the thickness of the intercellular space was manually measured every 100
pixels using Fiji (10 measurements/region). The average thickness per region and then per
embryo was computed and plotted.

Manual cell tracking. Individual cells from the OP (expressing ngn1:gfp or omp:yfp) and the
adjacent brain were tracked in 3D using the Manual Tracking plugin in ImageJ/Fiji. For
tracking on ngn1:gfp embryos, tracked cells from the brain and the OP expressed ngn1:gfp
at least at the end of the movie. For tracking on omp:yfo embryos, we followed forebrain
cells located between the two OPs. For growth cone tracking, individual growth cones were
followed in 3D using the same plugin in embryos injected with the omp.:yfp plasmid (Sato et
al., 2005), over periods of 200 min each. The orientation of the movement (Fig. 40, P)
represents the angle between the cell track and the vertical DV axis. 2D color coded
trajectories and rose plots were generated in Matlab (Mathworks, US). The 3D MSD was
computed using the Numpy library in Python (Harris et al., 2020). Plots representing cell
tracks merged at their origin were produced with Microsoft Excel.

Segmentation of the brain/OP boundary. The segmentation of DIx3b+ OP cells was

performed using a two-step workflow in llastik and Fiji softwares. First, to achieve pixel
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classification, 3 representative images of controls and of sly mutants were loaded into the
data input menu and used to train the algorithm. After the training the pixel features and
feature size (sigma) were selected. All features on all sigma scales were selected. This
allowed pixels to be classified based on gray intensity, resemblance to an edge, and texture.
Next, the supervised training was performed. 3 examples of each object were labeled; then,
the classifier was allowed to update to observe the results. Using the uncertainty overlay,
areas of high uncertainty were labeled iteratively until the prediction layer showed
satisfactory identification of the pixels. This process was repeated for all 3 images. The
trained classifier was then run on all images, and the pixel classification data were saved as
segmented images. In the second step, a “region of interest” (ROI) containing the brain/OP
boundary was manually defined using Fiji. The edge detection was applied in that ROl and
allowed the delineation of the boundary between segmented OP cells and brain cells. The

data were exported as CSV files to be used for statistical analysis.

Statistical analysis

Most graphs show means * standard error of the mean (sem), overlayed with all individual
data points. The plots were generated with the GraphPad Prism software. For all graphs, we
checked for normality of the data distribution before performing parametric, unpaired, two
tailed t tests. When the data were not normal, a Mann-Whitney test was used. A Chi2 test
was performed on the data presented in Fig. S2M-P. For the segmentation of the brain/OP
boundary (Fig. 4G, H, K, L), the data were analyzed through an ANOVA test (mixed models,
with animals as random effect and genotype, age and side as fixed effects). The p values
correspond to *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. No statistical method was used to estimate

sample size and no randomization was performed.
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Figure 1. Expression profile of Laminin in relation with the development of the
olfactory system. A-D. Immunostaining for Laminin (magenta) on ngni:gfp embryos
(green) at 18 and 22 hpf (A-B’, dorsal views), and on omp:yfp embryos (green) at 28 and 36
hpf (C-D’, frontal views). In A, the white arrowheads point to the BM-like Laminin staining
around the brain, and grey arrowheads point to spotty Laminin accumulation around the OP.
In C-D’, the asterisks indicate the interruptions in the OP and brain BM where the YFP+
axons exit the OP and enter the brain. The arrows point to the most distal/dorsal extremity of
the YFP+ axon bundle, which is in close contact with the internal side of the brain’s BM. E-J.
Images extracted from confocal live imaging on TgBAC(lamC1:lamC1-sfGFP);
Tg(cldnb:Gal4;, UAS:RFP) double transgenic embryos (frontal view). LamC1-sfGFP
expression is shown in green, and cytoplasmic RFP expression (OP cells and peridermal
skin cells) in magenta. Arrowheads point to OP cells with cytoplasmic LamC1-sfGFP
accumulation. Asterisks in F and H indicate the axonal exit point and entry point,
respectively. The arrows in H and | point to the most distal/dorsal extremity of the RFP+ axon
bundle, located close to the brain’s BM. In J the double headed arrow shows the gap in the
LamC1-sfGFP observed at the interface with the periderm, where the nostril orifice opens in
the skin, as previously reported (Baraban et al., 2023). K. Schematic representation of
Laminin-containing BM (magenta) assembly during OP coalescence (a, b), of the formation
of the exit and entry points (b, d) and the associated axonal behaviours: retrograde axon
extension in the OP in b, growth as a fasciculated bundle, initially between the BM of the OP

and the brain (c), and then along the internal side of the brain’s BM (d). Scale bar: 50 pm.
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Figure 2. The integrity of the BM around the OP and the brain is strongly affected in
sly mutants. A-l. Immunostaining for Laminin (A-C), Nidogen (D-F) and Collagen IV (G-I)
(magenta) on homozygous sly mutants and control siblings at 22 hpf (dorsal view), 28 hpf,
and 36 hpf (frontal view). For Laminin and Nidogen, the linear, BM-like staining seen in
controls around the OP and brain tissues is not detected in sly mutants. In G, white
arrowheads point to the BM-like Collagen IV staining, and grey arrowheads point to fibrous,
interstitial staining around the OP. In sly mutants, some fibrous patches of Collagen IV
remain around the OP tissue (arrows in G, H’, I'). Scale bar: 50 ym. J, K. Examples of
electron microscopy (EM) images of the intercellular space between NCC and the OP in
control siblings (J, K) and the OP and the brain in sly mutants (J’, K’), at 24 hpf (J, J’) and 32
hpf (K, K’). The arrows indicate the plasma membranes. The pictures have been taken in the
areas depicted with red boxes in L, L'. L. Schematic view of the brain/OP boundary and of
the areas (red boxes) where the EM pictures were taken in controls (L) and sly mutants (L’).
OP, brain and NCC migrating between the two tissues were identified by their position and
the shape of their nucleus. M, N. Quantification of the thickness of the intercellular space in
sly mutants (between OP and brain cells) and control siblings (between NCC and brain or
OP cells) at 24 hpf (n = 3 controls; n = 3 mutants) and 32 hpf (n = 2 controls; n = 3 mutants).
For 24 hpf, unpaired, two-tailed t test. For 32 hpf, Mann-Whitney test.
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Figure 3. Analysis of OP coalescence in sly mutants and control siblings. A, B. Images
(dorsal views, 1 z-section) of representative placodes from a ngn1:gfp; sly” mutant (right)
and a control ngn1:gfp sibling (left) at the end of OP coalescence (22 hpf). The ngn1:gfp* OP
clusters are surrounded by dotted lines. C-E. Graphs showing the anteroposterior (AP, in C),
the mediolateral (ML, in D), and dorsoventral (DV, in E) dimensions of the ngn1:gfp* OP
clusters in sly mutants (pink) and control siblings (blue) at 22 hpf (n = 62 controls and n = 32
mutants from 2 independent experiments). Unpaired, two-tailed t test. F-F” and H-H”.
Images extracted from confocal live imaging on ngn1:gfp control (F-F”) and sly mutant
(H-H”) embryos during OP coalescence, dorsal view. G, I. Examples of 2D tracks (ML along
X and AP along Y) of ngn1:gfp* placodal cells (red) and ngn1:gfp* brain cells (green) in a
control (G) and a sly mutant embryo (1). The time is color-coded: light colors at the starting of
the trajectory (17 hpf) towards dark colors for the end of the track (600 min later). J, K. 3D
Mean Square Displacement (MSD) analysis for OP cells (J) and brain cells (K) in sly mutants
(pink curves) and control siblings (blue curves) (n = 5 controls and n = 5 mutants from 3
independent experiments, 10 to 14 cells analysed in each tissue). L, M. Graphs showing the
total lateral (L) and ventral (M) displacement of OP cells, starting at 17 hpf and during 600
min of time lapse in sly mutants and control embryos (n = 5 control placodes and n = 5
mutant placodes from 3 independent experiments, 10 to 14 cells per placode, unpaired,
two-tailed t test). N-P. Graphs showing the total anterior displacement of anterior, central and
posterior OP cells (as defined in Breau et al., 2017), starting at 17 hpf and during 600 min of
time lapse in sly mutants and control embryos (n = 5 control placodes and n = 5 mutant
placodes from 3 independent experiments, mean calculated from 1 to 12 cells per placode,
unpaired, two-tailed t test. Note that in some of the placodes we could not find any trackable
(i.e. expressing H2B-RFP) posterior OP cell, which explains why there are only 4 control

points and 3 mutant points in the graph showing the anterior displacement of posterior cells).
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Figure 4. Analysis of OP and brain morphogenesis in sly mutants and control siblings
during the forebrain flexure. A, B. Images (frontal view, 1 z-section) of representative
placodes from a omp:yfp; sly” mutant (right) and a control omp:yfp sibling (left) at 36 hpf.
Laminin immunostaining is shown in magenta. C-E. Graphs showing the anteroposterior (AP,
in C), the mediolateral (ML, in D), and dorsoventral (DV, in E) dimensions of the omp:yfp* OP
clusters in sly mutants (pink) and control siblings (blue) at 36 hpf (n = 15 controls and n =9
mutants from 4 independent experiments). Unpaired, two-tailed t test. Similar measurements
performed at younger stages are shown in Fig. S3A-L. F, G. Examples of images used for
the analysis of ectopic cells, defined as omp:yfp+ cells being physically separated from the
main YFP+ cluster. Arrowheads show instances of ectopic cells in a sly mutant embryo. H.
Table showing the percentage of control and mutant embryos with at least one ectopic cell
located dorsally, ventrally, laterally, and medially to the main YFP+ cluster. The numbers of
analysed embryos are indicated in the table. I-I” and K-K”. Images extracted from confocal
live imaging on omp:yfp control (I-I”) and sly mutant (K-K”) embryos during the forebrain
flexure, from 22 hpf and over 1080 min, frontal view. J, L. Examples of 2D tracks (ML along
X and DV along Y) of omp:yfp* placodal cells (red) and adjacent brain cells (green) in a
control (J) and a sly mutant embryo (L). The time is color-coded: light colors at the starting of
the trajectory (22 hpf) towards dark colors for the end of the track (1080 min later). M, N. 3D
Mean Square Displacement (MSD) analysis of OP cells (M) and brain cells (N) in sly
mutants (pink curves) and control siblings (blue curves) (n = 4 controls and n = 3 mutants
from 5 independent experiments, 10 to 14 cells analysed in each tissue). O, P. Rose plots
indicating the orientation of the movement for control and mutant left OP cells (data pooled
from n = 4 controls and n = 3 mutants from 5 independent experiments). Medial to the right,
lateral to the left. There is a statistical difference between the cell orientations in controls
versus mutants: Anova test: p = 0.001 for the left placodes, and p = 0.013 for the right

placodes.
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Figure 5. Analysis of brain shape and brain/placode boundary in sly mutants and
control siblings. A, A’. Immunostaining for HuC (cyan) at 36 hpf performed on
Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) (magenta) control and sly mutant embryos (frontal view). Similar
immunostainings performed at 28 hpf are shown in Fig. S4A, A. B, B’. Images of
Tg(eltC:GFP); Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) double transgenic control and mutant embryos at
36 hpf (frontal view), similar images acquired at 28 hpf are shown in Fig. S4B, B’. GFP
(green) is expressed by the forebrain, and a few OP cells. Arrows indicate where the
thickness of the forebrain was measured (in 3 distinct positions along the DV axis).
Measurements were also carried out at 3 distinct AP levels (through the z-stack). C, D.
Graphs showing the thickness of the forebrain in 36 hpf controls and sly mutants, at 3
different DV and 3 different AP levels (n = 9 controls and n = 8 mutants from 4 independent
experiments, unpaired, two-tailed t test). Quantifications for the 28 hpf stage are shown in
Fig. S4C, D. E-J’. Immunostaining for the OP marker DIx3b (cyan) was performed on 28 hpf
and 36 hpf sly mutants and control siblings (frontal view). The signal was segmented using
deep learning approaches, and the distortion index of the OP/brain boundary was calculated
in the regions outlined with red boxes. G, H, K, L. Graphs showing the distortion indexes in
controls and mutants at both stages, for the left and right placodes. The distortion index is
defined as the total length of the boundary, divided by the distance between the dorsalmost
and ventralmost positions along the analysed boundary region. The distortion index is
significantly higher in mutants as compared with controls (global ANOVA test: p = 0.0132 for

the genotype criteria).
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Figure 6. Quantitative live imaging of axonal behaviours in sly mutants and control
siblings. A, B. Images extracted from confocal live imaging on control (A-A™’) and sly
mutant (B-B””’) embryos injected with the omp:yfp plasmid to obtain a mosaic labelling of OP
neurons and their axons (frontal view). The OP neurons and their axons were imaged over
1000 min from 22 hpf. Here, only the 200-400 min time window is shown as an example.
The arrowheads show the positions of individual growth cones over time. C-N. Individual
YFP+ growth cones, as well as YFP+ cell bodies in the OP, were tracked in controls and
mutants during 4 consecutive periods of 200 min each (from 200 min of imaging, since
before no growth cone could be detected, n = 5 mutant movies and n = 5 controls from 6
independent experiments). The mean movement of OP cell bodies was substracted from the
growth cone tracks to get rid of the global flexure movement. 200-400 min: 6 growth cones in
controls, 4 in mutants; 400-600 min: 15 growth cones in controls, 4 in mutants; 600-800 min:
18 growth cones in controls, 4 in mutants; 800-1000 min: 16 growth cones in controls, 7 in
mutants. C, F, |, L. Tracks of the growth cones merged at their origin for the 4 consecutive
periods of 200 min. D, G, J, M. Graphs showing the mean speed of the growth cones.
Unpaired, two-tailed t tests. E, H, K, N. Graphs showing the persistence of the growth cones,
defined as the distance between the initial and final positions of the growth cones divided by
the total length of their trajectory. Unpaired, two-tailed t tests, except for the analysis of the
persistence at 400-600 min, and for the speed and persistence at 600-800 min, where Mann

Whitney tests were performed.
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Figure S1. Electron microscopy analysis of intercellular spaces in the OP and brain
tissues. A, A’ and C, C’. Examples of electron microscopy images of the intercellular space
located between OP cells in control siblings (A, C) and in sly mutants (A, C’), at 24 hpf and
32 hpf. The arrows indicate the plasma membranes. B, D. Quantification of the thickness of
the intercellular space in the OP tissue in sly mutants and control siblings at 24 hpf (n =3
controls; n = 3 mutants) and 32 hpf (n = 2 controls; n = 3 mutants). Unpaired, two-tailed t
test. E, E’ and G, G’. Examples of electron microscopy images of the intercellular space
located between brain cells in control siblings (A, C) and in sly mutants (A, C’), at 24 hpf and
32 hpf. The arrows indicate the plasma membranes. F, H. Quantification of the thickness of
the intercellular space in the brain tissue in sly mutants and control siblings at 24 hpf (n =3
controls; n = 3 mutants) and 32 hpf (n = 2 controls; n = 3 mutants). Unpaired, two-tailed t

test.
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Figure S2. Analysis of proliferation and apoptosis in sly mutants and control siblings.
A-D’. Immunostaining for Phospho-histone H3 (magenta) has been performed to label
dividing cells on ngn1:gfp embryos (green) at 16 hpf and 21 hpf (A-B’ show images at 21
hpf, dorsal view), and on omp:yfp embryos (green) at 28 and 36 hpf (C-D’ show images at
36 hpf, frontal view). In A-B’ the OP is surrounded by a dotted line. Arrows point to instances
of Phospho-histone H3 positive cells in the placodal ngn1:gfp+ or omp:yfp+ clusters. E-H.
Number of Phospho-histone H3 positive cells in the OP at 16, 21, 28 and 36 hpf in control
embryos and sly mutants. Unpaired, two-tailed t test. I-L’. Immunostaining for Activated
Caspase 3 (magenta) has been performed to label apoptotic cells or debris on ngn1:gfp
embryos (green) at 16 hpf and 21 hpf (I-J’ show images at 21 hpf, dorsal view), and on
omp:yfp embryos (green) at 28 and 36 hpf (K-L' show images at 36 hpf, frontal view). In I-J’
the OP is surrounded by a dotted line. Arrows point to instances of Activated Caspase 3
positive cells or debris in the OP or in contact with the placodal ngn1:gfp+ or omp:yfp+
clusters. M-P. Percentage of OPs with zero, one or two and more Activated Caspase 3
positive cells or debris in the OP or very close to the OP at 16, 21, 28 and 36 hpf in control

embryos and sly mutants. Chi2 test.
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Figure S3. Additional results on the OP morphogenesis defects observed in sly
mutants. A-L. Analysis of OP dimensions at 24, 28 and 32 hpf. A, A’, E, E’ and |, I’. Images
(frontal views, 1 z-section) of representative placodes from omp:yfp; sly” mutants (right) and
control omp:yfp siblings (left) at 24 hpf (A, A’), 28 hpf (E, E’) and 32 hpf (I, I'). B-D. Graphs
showing the anteroposterior (AP), the mediolateral (ML), and dorsoventral (DV) dimensions
of the omp:yfp* OP clusters in sly mutants (pink) and control siblings (blue) at 24 hpf (n = 10
controls and n = 10 mutants from 3 independent experiments). Unpaired, two-tailed t test.
F-H. Similar quantifications at 28 hpf (n = 13 controls and n = 10 mutants from 2
independent experiments). Unpaired, two-tailed t tests. J-L. Similar quantifications at 32 hpf
(n = 17 controls and n = 13 mutants from 2 independent experiments). Unpaired, two-tailed t
tests. Similar quantifications performed at 36 hpf are shown in Fig. 4C-E. M, N. Examples of
2D tracks plotted in a lateral view (AP along X and DV along Y) of omp:yfp* placodal cells
(red) and adjacent brain cells (green) in a control (M) and a sly mutant embryo (N). The time
is color-coded: light colors at the starting of the trajectory (22 hpf) towards dark colors for the
end of the track (1080 min later).
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Figure S4. Additional results for the analysis of brain shape and brain/placode
boundary in sly mutants and control siblings. A, A’. Inmunostaining for HuC (cyan) at 28
hpf performed on Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) (magenta) control and sly mutant embryos
(frontal view). Similar immunostainings performed at 36 hpf are shown in Fig. 5A, A. B, B’.
Images of Tg(eltC:GFP); Tg(cldnb:Gal4; UAS:RFP) double transgenic control and mutant
embryos at 28 hpf (frontal view), similar images acquired at 36 hpf are shown in Fig. 5B, B’.
GFP (green) is expressed by the forebrain, and a few OP cells. Arrows indicate where the
thickness of the forebrain was measured (in 3 distinct positions along the DV axis).
Measurements were also carried out at 3 distinct AP levels (through the z-stack). C, D.
Graphs showing the thickness of the forebrain in 28 hpf controls and sly mutants, at 3
different DV and 3 different AP levels (n = 17 controls and n = 17 mutants from 5
independent experiments, unpaired, two-tailed t test). Quantifications for the 28 hpf stage

are shown in Fig. 5C, D.
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Figure S5. Additional results on olfactory axon development in sly mutants and

control siblings. A-D. Images (frontal view, 1 z-section) of representative placodes from

omp:yfp; sly” mutant (C, D) and control omp:yfp siblings (A, B) at 24 hpf. The arrows point to

instances of proximal portions of the axons in the OP. E. Table describing the % of control

and sly mutant embryos with a proper axonal bundle (1st column), with ventral projections

(middle column) and with medial projections (right column) at 24, 28, 32 and 36 hpf. The

numbers of embryos analysed at each stage are indicated in the table.
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II Résultats complémentaires

I1.1 Perturbation du Collagéne IV dans des embryons mutants sly et des

embryons controles

L’un des autres composants majeurs des membranes basales est le Collagéne IV. Il est
indirectement li¢é a la Laminine via le Nidogeéne et a été décrit comme étant impliqué
notamment dans la navigation des axones rétiniens (Xiao et Baier 2007; M. A. Fox 2008) et
la mise en place des projections des neurones des cellules granulaires du cervelet (Takeuchi et
al. 2015). Au cours de mes travaux, j’ai observé que chez les mutants sly, des patchs de
Collagene IV étaient toujours présents autour de I’OP, aux différents stades étudiés. De fagcon
remarquable, la localisation de ces patchs de Collagéne IV semblait parfois étre corrélée avec
la trajectoire des axones qui parviennent a sortir de la placode chez les mutants. Nous avons
donc formulé I’hypotheése que le Collagene IV pourrait influencer la navigation des axones
olfactifs vers 1’OB, dans les controles mais aussi dans les mutants sly. Pour tester cette
hypothese, nous avons décidé de produire des embryons crispants pour le Collagéne IV en
vue de les analyser, en particulier pour ce qui concerne la croissance et le guidage des axones
olfactifs. Nous nous attendions notamment a observer un phénotype axonal accru dans les
embryons a la fois sly-/- et crispants pour le Collagéne IV, et possiblement un phénotype
axonal 1i¢ a la perte de fonction du Collagene IV chez les embryons s/y+/- et sly+/+.

Comme décrit dans mon introduction, il existe six chaines formant le Collagéne IV (4al,
4a2, 4a3, 4a4, 4a5 et 4a6) qui peuvent former les triméres suivant : alala2, a3adad et
aSa5a6 (Fig.25) (Y. Wu et Ge 2019). En observant les hybridations in situ réalisées par
Carrara et al 2019 (Fig.9), nous avons identifi¢ que les ARNm des chaines a1, a2, a5 et ab
sont exprimés a proximité de I’OP a 24 hpf. Nous avons donc identifi¢, avec I’aide d’ Alexis
Eschstruth (plateforme de transgenése/mutagenése de 1’unité), des sites CRISPR/gRNA
ciblant les chaines al et a5 (deux sites CRISPR/gRNA par chaine, permettant de
potentiellement obtenir des délétions), et ainsi susceptibles de perturber les trois trimeres.

Jai réalisé deux expériences indépendantes et sélectionné 50 embryons injectés avec un mix
contrdle (ne contenant pas les ARN guides) comprenant 25 sly+/+ ou sly+/- et 25 embryons
sly-/-, ainsi que 94 crispants pour le Collageéne IV, comprenant 72 embryons sly+/+ ou sly+/-
et 22 embryons sly-/~ (Fig.33 A, B, F, G). Aprées identification des délétions dans les chaines
al et a5 du Collagene IV par PCR, il y avait 28 crispants présentant une délétion simultanée

des deux chaines (double délétion), dont seulement deux homozygotes sly-/-. Pour la suite
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des analyses, je me suis concentrée sur ces embryons avec la double délétion (Fig.33 C-E,
H-J).

L’immunomarquage des embryons, fixés a 28 et 36 hpf, a montré que les embryons avec une
double délétion présentent encore tous des patchs de Collagéne IV autour de I’OP (Fig.33
C-E, H-J). L’anticorps Collagene IV utilisé est un anticorps polyclonal, il est donc possible
qu’il reconnaisse d’autres chaines de Collagene IV. Les deux crispants double délétés sly-/~ a
28 hpf et 36 hpf ne semblent pas avoir de perturbations des axones plus marquées que celles
qui caractérisent habituellement le mutant s/y (Fig.33 E et J). Certains crispants non mutants
(c’est-a-dire sly+/+ ou sly+/-) semblent avoir des défauts de forme de I’OP ou d’extension
des axones (N = 9/16 crispants vs N = 3/12 pour les témoins contrdles a 28 hpf, N = 5/10
crispants vs N = 1/13 chez les témoins contrdles a 36 hpf, suggérant un role possible du
Collagene IV dans le développement de I’OP et des axones olfactifs (Fig.33 D et I).
Cependant, il semble également y avoir plus de mort cellulaire dans tous les embryons
crispants pour le Collagene IV (débris cellulaires visualisés grace au marquage DAPI), ainsi
que des embryons malformés, ce qui indique un possible effet toxique de I’injection.

A ce stade, ces résultats préliminaires ne nous permettent pas de conclure fermement sur un
role du Collageéne IV dans la morphogené¢se de I’OP et la navigation des axones olfactifs aux
stades étudiés. Cependant, cette protéine reste un bon candidat et il serait intéressant de
poursuivre cette étude en produisant une lignée stable mutante pour chaque chaine (a1 et a5)
de Collagene IV, ainsi qu’une lignée double mutante, afin d’étudier plus précisément les

défauts potentiels dans le systeme olfactif de ces poissons.
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Embryons injectés avec un mix contréle Crispants Collagéne IV (double délétion)
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Figure 33 : Effets de la mutation des chaines a1 et ¢5 du Collagéne IV sur le développement du systéme
olfactif. Images du systéme olfactif d’embryons contréles ou mutants sly, injectés avec un mix contréle ou
contenant les ARN guides ciblant les chaines a1 et a5 du Collagéne IV (Crispants Collagéne IV), a 28 et 36
hpf. (A & F) Sections d’embryons s/y homozygotes sauvages ou hétérozygotes injectés avec un mix controle,
a 28 hpf (A) et 36 hpf (F). (B & G) Sections d’embryons s/y-/~ injectés avec un mix contrdle, a 28 hpf (B) et
36 hpf (G). (C & H) Sections d’embryons s/y homozygotes sauvages ou hétérozygotes, doubles délétés pour
les chaines a1 et @5 du Collagéne IV, a 28 hpf (C, sly+/+) et 36 hpf (H, sly+/-). Ces embryons ne présentent
pas de défauts apparents au niveau de leurs placodes et axones. (D & I) Sections d’embryons sly
hétérozygotes doubles délétés, a 28 hpf (D, sly+/-) et 36 hpf (I, siy+/-). Ces embryons ont des défauts de
morphologie de placode et de projections axonales. (E & J) Sections d’embryons sly-/~- doubles délétés, a 28
hpf (E) et 36 hpf (J). Ces embryons ont des défauts de morphologie de placode et de projections axonales.
(A, B, C’,D’, E’, F’, G’, H’, I, J”) Projections maximales correspondantes, ne montrant que la yfp. Seule la

placode gauche de chaque embryon est représentée.
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I1.2 Etude de ’implication des Intégrines et de leurs effecteurs

Aprées avoir étudié un autre composant des membranes basales, nous nous sommes tournés
vers un des récepteurs connus interagissant avec la Laminine et les membranes basales, les
Intégrines. Tout d’abord nous avons tenté¢ d’utiliser un dominant négatif de 1’Intégrine 1
(UAS:mCherry-itgblaDN (lida et al. 2018)), plasmide envoyé par Atsuo lida, Université de
Nagoya, Japon). Les auteurs ont cloné un fragment correspondant a la région cytoplasmique
de l’intégrine [la qui fait office de dominant négatif car il va se lier aux protéines
intracellulaires partenaires sans pour autant déclencher de signalisation, et ainsi bloquer les
effets des Intégrines 1 endogenes (Iida et al. 2018). Malheureusement, le plasmide envoyé
ne présentait pas la séquence attendue.

Nous nous sommes donc tournés vers une autre stratégie de perturbation de la fonction des
intégrines, en utilisant un dominant négatif de la kinase FAK, qui est activée par les
Intégrines et régule de nombreux éveénements de signalisation intracellulaire en aval des
Intégrines (Fig.14). Nous avons récupéré un plasmide 70l/2-UAS-FRNK-GFP
(uas-DN-FAK-GFP) (Schaller, Borgman, et Parsons 1993). Dans ce dominant négatif, la
séquence codant pour le domaine catalytique de la kinase FAK est absente et bloque la
signalisation induite par la kinase FAK endogéne par compétition. Nous avons ensuite
produit une lignée stable en co-injectant des embryons sauvages avec ce plasmide et de
I’ARNm Tol2. Les poissons issus de cette injection ont ensuite été¢ élevés jusqu'a maturité
sexuelle puis croisés avec la lignée HuC:gal4 pour identifier des poissons transmettant le
transgeéne a la descendance (fondateurs). Ceci a permis d’identifier quatre poissons fondateurs
(FO). Dans la descendance de ces poissons, les embryons n’exprimant pas la GFP ont été
¢levés jusqu’a maturité sexuelle (F1) et les embryons positifs ont été fixés pour analyse du
niveau d’expression de la GFP et du mosaicisme de cette expression a 32 hpf. Deux FO ainsi
que leur descendance F1 ont ét€ conservés (ceux qui permettent un niveau d’expression €levé
et peu mosaique) et élevés jusqu’a maturité sexuelle. Les poissons F1 ont ensuite été
génotypés par PCR pour la GFP.

Pour analyser si I’expression du dominant négatif FAK a un effet soit sur la forme de la
placode, soit sur la navigation des axones olfactifs, nous avons croisé¢ les poissons F1 avec la
lignée cldnb:gald4,uas:RFP, exprimant Gal4 notamment dans toutes les cellules de ’OP et
dans la couche la plus superficielle de la peau (le périderme). La RFP cytoplasmique permet
de visualiser la croissance des axones. J’ai réalisé quatre expériences indépendantes et

analysé au total 102 embryons. Il m’a été difficile d’obtenir des embryons contrdles qui
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n’expriment pas la GFP, ce qui est sans doute une conséquence de multiples insertions de
mon transgéne dans le génome, encore présentes dans les poissons F1. De plus, chez les
embryons exprimant la GFP, j’ai observé un large éventail de niveaux d’expression de la
GFP, 1a aussi probablement une conséquence des insertions multiples du transgéne dans le
génome (Fig.34). En terme de morphologie des placodes, nous n’avons pas observé de
phénotype particulier et, concernant les faisceaux d’axones, la morphologie (taille, épaisseur)
du faisceau ne semblait pas affectée par I’expression du dominant négatif dans les cellules de
I’OP (Fig.34 B, C, E, F). Comment expliquer cette absence de phénotype ? Il se peut que la
kinase FAK n’intervienne pas dans le développement du systéme olfactif, ou bien que le
niveau d’expression du dominant négatif soit trop faible pour perturber ’activité¢ de la
protéine FAK endogéne. De plus, les axones, positifs pour la RFP cytoplasmique, ne
présentaient pas de marquage GFP dans leur portion distale, proche du cone de croissance,
suggérant que le dominant négatif de FAK n’est pas transporté dans cette zone des axones et
ne peut donc pas y perturber la fonction des Intégrines. Aprés analyse de ces premiers

résultats, nous avons donc décidé de ne pas poursuivre cette piste.
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Figure 34 : Effets de I’expression d’un dominant négatif de la kinase FAK sur le développement du
systéme olfactif. Images d’embryons issus du croisement de poissons cldnb,gal4;uas:RFP avec des poissons
uas:DN-FAK-GFP, aprés traitement d’image par surfcut. (A, A’, A”) Projection maximale d’un embryon
n’exprimant pas le dominant négatif a 30 hpf. (B, B’, B”) Projection maximale d’un embryon exprimant de
maniére faible et mosaique le dominant négatif a 30 hpf. (C, C’, C”) Projection maximale d’un embryon
exprimant fortement le dominant négatif a 30 hpf. (D, D’, D”) Projection maximale d’un embryon
n’exprimant pas le dominant négatif a 36 hpf. (E, E’, E”) Projection maximale d’un embryon exprimant de
maniére faible et mosaique le dominant négatif a 36 hpf. (F, F’, F”’) Projection maximale d’un embryon
exprimant fortement le dominant négatif a 36 hpf. Seule la placode gauche de chaque embryon est
représentée. Aucun de ces embryons ne montre de défauts apparents de leur placode ou faisceau d’axones. A
noter que, malheureusement, mes réglages d’acquisition des images, optimisés pour visualiser la RFP au
niveau du faisceau d’axone, entrainent une saturation du marquage dans la placode. A I’avenir, il faudra

optimiser les paramétres d’acquisition afin d’éviter la saturation du signal.

Les Rho GTPases (une sous-famille des GTPases-Ras) sont des petites protéines G
monomeériques qui jouent un role dans de nombreux processus cellulaires tels que dans la
progression du cycle cellulaire, la dynamique du cytosquelette ou la polarité cellulaire. RhoA
et Racl régulent respectivement la contraction du cytosquelette d’actomyosine et la
polymérisation de 1’actine (Hanovice, McMains, et Gross 2016). Nous avons essayé de
perturber ces Rho GTPases car ce sont des effecteurs intracellulaires de ’activation des
intégrines (Fig.14) (Cheah et Andrews 2018). Afin d’étudier leur rdle dans la navigation des

axones olfactifs, nous avons exprimé¢ des versions constitutivement actives (CA) ou
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dominantes négatives (DN) de ces protéines dans les cellules de ’OP avec le systeme
Gal4/UAS. Les Rho GTPases sont activées lorsqu’un facteur GEF (Guanine nucleotide
Exchange Factor) permet la libération d’un GDP li¢ a la protéine Rho pour qu’elle lie un
GTP. Les Rho GTPases sont inactivées par les GAP (GTPases Activating Protein) qui
favorisent I’hydrolyse du GTP en GDP. Dans les versions constitutivement actives des Rho
GTPases, il n’y a plus d’hydrolyse des GTP tandis que chez les dominantes négatives, une
mutation fait que les Rho GTPases se lient aux GEF mais leurs interactions avec leurs
effecteurs en aval sont inhibées (Heasman et Ridley 2008).

Les lignées uas:Racl-DN et uas:Racl-CA (produites par d’autres membres du laboratoire)
ont été croisées avec la lignée cldnb:gal4;uas:RFP (car les constructions Racl possedent une
étiquette GFP), et les lignées uas:RhoA-DN et uas:Rhoa-CA avec cldnb:gal4;uas:meGFP
(car les constructions RhoA possedent une étiquette Cherry). L’expression des constructions
DN et CA de RhoA (respectivement N = 32 embryons analysés et N =21 embryons analysés)
ainsi que de la construction DN de Racl (N = 24 embryons analysés) n’a pas produit de
phénotype sur le développement des axones olfactifs (Fig.35 A-F). Avec la lignée
uas:Racl-CA, les faisceaux d’axones semblaient moins denses, mais la morphogenese
précoce de la placode était également affectée (N = 23 embryons analysés) (Fig.35 H). De
plus, il semblait y avoir plus de mort cellulaire dans ces embryons (débris cellulaires observés
grace au DAPI). L’absence de phénotype axonal pourrait étre diie a une absence de fonction
de ces Rho GTPases, ou a un niveau d’expression trop faible, ou bien trop mosaique, des

différentes constructions utilisées.
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(CA) de RhoA et Racl sur le développement du systéme olfactif. Images d’embryons issus du croisement
de poissons cldnb;gal4;uas:meGFP avec des poissons uas:RhoA-DN-mCherry (A, B) ou
uas:RhoA-CA-mCherry (C, D) ou du croisement de poissons cldnb:gal4:uas:RFP avec des poissons
uas:Racl-DN-GFP (E, F) ou uas:Racl-CA-GFP (G, H). (A, A’, A”) Projection maximale d’un embryon
n’exprimant pas la version dominante négative de RhoA. (B, B’, B”’) Projection maximale d’un embryon
exprimant la version dominante négative de RhoA. (C, C’, C”) Projection maximale d’un embryon
n’exprimant pas la version constitutivement active de RhoA. (D, D’, D”) Projection maximale d’un embryon
exprimant la version constitutivement active de RhoA. (E, E’, E”) Projection maximale d’un embryon
n’exprimant pas la version dominante négative de Racl. (F, F’, F”’) Projection maximale d’un embryon
exprimant la version dominante négative de Racl. (G, G’, G”) Projection maximale d’un embryon
n’exprimant pas la version constitutivement active de Racl. (H, H’, H””) Projections maximale d’un embryon
exprimant la version constitutivement active de Racl. Aucun phénotype notable n’est observé suite a ces
manipulations sauf pour I’embryon exprimant la version constitutivement active de Racl. Seule la placode

gauche de chaque embryon est représentée.

Ces analyses préliminaires ne nous permettent pas de conclure a ce jour sur un role des
Intégrines ou de leurs effecteurs intracellulaires dans la morphogenése de I’OP et le

développement des axones olfactifs. L’ implication de ces récepteurs reste donc a démontrer.
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I1.3 Tentative de sauvetage des mutants sly par I’expression du transgéne

lamCl:LamCI-sfGFP

Comme la lignée lamCl:LamCI-sfGFP (Yamaguchi et al. 2022) exprime de manicre
exogene (transgéne BAC) la Laminine y1, chaine qui est mutée chez les mutants sly”", nous
nous sommes demandés s'il était possible d’obtenir un sauvetage des phénotypes du mutant
en croisant des poissons sly+/-;omp:yfp avec des poissons sly+/-; lamCl:LamCI-sfGFP. A
noter que dans ces expériences, nous n’avons pas pu génotyper le locus s/y, car les amorces
utilisées pour identifier I’alléle sauvage pourraient amplifier également la méme séquence
dans le transgene lamC1:LamCI-sfGFP. Nous basons donc nos analyses sur I’observation des
phénotypes.

Sur les deux pontes obtenues, j’ai tri¢ les embryons LamC1-sfGFP positifs d’une part et les
LamCI-sfGFP négatifs d'autre part. Pour les deux pontes, dans les embryons LamCI-sfGFP
négatifs (n’exprimant pas la chaine y1 exogene de la Laminine), il y avait 25% d’embryons
présentant une morphologie mutante (anomalies de la morphologie globale des embryons
dues a des défauts de développement de la notochord et des somites) a 24 hpf et 32 hpf, c’est
le pourcentage normal de transmission mendélienne. Par contre, chez les embryons
LamCI-sfGFP positifs, il y avait seulement 0 a 2% d’embryons ayant une morphologie
globale affectée ce qui suggere que 1’expression de LamCI-sfGFP peut compenser la perte de
la chaine y1 chez le mutant s/y, au moins au cours du développement de la notochorde et des
somites (Fig.36 I). J’ai ensuite fix¢é et réalis¢ une immunohistochimie pour la GFP/YFP et la
Laminine sur tous les embryons exprimant a la fois LamCI-sfGFP et le transgéne omp:yfp,
me permettant de visualiser le systéme olfactif : a 28 hpf, sur douze embryons, aucun
embryon n’avait un phénotype du systeme olfactif caractéristique des mutants sy
homozygotes (OP allongée le long de I’axe DV, cellules ectopiques, défauts de
développement des axones) (Fig.36 E). Ceci suggere que la LamC1-sfGFP exprimée par le
transgéne compense la mutation s/y-/- a ce stade du développement du systéme olfactif, mais
un plus grand nombre d’embryons devra étre analysé dans le futur pour le confirmer. Par
contre, a 36 hpf, trois embryons sur douze présentaient un phénotype au niveau du systéme

olfactif, ressemblant a celui des mutants s/y homozygotes (Fig.36. G et H).
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Contréles
omp.yfp

Pas d'embryons
ayant un phénotype mutant
observé a ce stade

LamC1:sfGFP +

LamC1-sfGFP négatifs LamC1-sfGFP positifs LamC1-sfGFP et omp:yfp positifs
Morphologie contrble Ponte 1 : 77 % (n= 105) Ponte 1 : 100 % (n = 80) 28 hpf: 100 % (n=12)
Ponte 2 : 80 % (n = 70) Ponte 2 : 99 % (n = 94) 36 hpf: 100 % (n=12)
Ponte 3: 81 % (n = 158) Ponte 3 : 98 % (n = 168)
Morphologie mutante Ponte 1:23 % (n = 105) Ponte 1:0 % (n = 80) 28hpl:0% (n=12)
Ponte 2 : 20 % (n = 70) Ponte 2 : 1% (n = 94) 36 hpf: 0% (n=12)
Ponte 3 : 19 % (n = 158) Ponte 3 : 2 % (n = 168)
Phénotype du systéme ND ND 28 hpf: 100 % (n=12)
olfactif controle 36 hpf: 75 % (n=12)
Phénotype du systéme ND ND 28hpf:0% (n=12)
olfactif mutant 36 hpf:25% (n=12)

Figure 36 : Tentative de sauvetage du phénotype sly par croisement avec une lignée transgénique
exprimant la chaine y1 de la Laminine. Les images présentées ont été obtenues sur des embryons issus de
croisements de poissons sly+/-;omp:yfp avec des poissons sly+/~;lamC1:LamCI-sfGFP. (A & C) Sections
d’embryons controles exprimant uniquement omp:yfp a 28 hpf (A) et 36 hpf (C). (B & D) Sections
d’embryons mutants s/y-/~- exprimant uniquement omp:yfp a 28 hpf (B) et 36 hpf (D). (E & G) Sections
d’embryons doubles transgéniques présentant un phénotype du systéme olfactif normal a 28 hpf (E) et 36 hpf
(G). (H) Section d’un embryon double transgénique présentant un phénotype du systeme olfactif “mutant” a
36 hpf. (I) Pourcentage des différents phénotypes (morphologie globale de I’embryon, et défauts du systéme
olfactif) en fonction de la présence ou non de LamCI-sfGFP. On observe que parmi les embryons
n’exprimant pas LamCI-sfGFP, quelle que soit la ponte, il y a environ trois quart d’embryons avec une
morphologie globale normale et un quart avec une morphologie globale caractéristique des mutants sly-/-
(colonne de gauche, proportions attendues). A I’inverse, parmi les embryons exprimant LamCI-sfGFP, on
n’observe que trés peu d’embryons présentant une morphologie globale “mutante” (colonne du milieu).
Parmi les embryons exprimant les transgénes Lamcl-sfGFP et omp:yfp, il n’y a pas d’embryons présentant
une morphologie “mutante” ou un phénotype “mutant” du systéme olfactif & 28 hpf (0/12). Par contre, a 36
hpf, alors qu’aucun embryon analysé ne présente une morphologie mutante, 25 % (3/12) ont un phénotype

mutant du systéme olfactif (colonne de droite). A noter que tous les embryons imagés sont issus de la ponte 1.

Ces observations suggerent que, de manicre surprenante, la LamC1-sfGFP exprimée par le

transgene ne compense pas la mutation sly-/- a ces stades plus tardifs du développement du
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systeme olfactif. Le niveau d’expression de LamC1-sfGFP n’est peut €tre pas suffisant, ou
bien I’étiquette GFP affecte la fonction de la chaine y1 de la Laminine spécifiquement au

cours du développement du systéme olfactif entre 28 et 36 hpf.

A T’avenir, il faudra réitérer ces expériences afin de collecter plus d'échantillons de manicre a
pouvoir investiguer dans quelles mesures cette chaine exogéne permet ou pas d’assurer un

sauvetage du phénotype des embryons s/y-/-.

I1.4 Matériels et méthodes additionnels

Pour cette partie des résultats additionnels, j’ai globalement utilis¢é les mémes outils et
techniques que ceux détaillés dans la partie “Materials and methods” de I’article scientifique.
Dans cette partie complémentaire je parlerai donc uniquement des outils qui n’ont pas encore

été détaillés dans 1’article.

Lignées de poisson-zébre

En plus des lignées précédemment décrites dans la partie « Materials and Methods » de
I’article, nous avons utilis¢ la lignée Tg(HuC:Gal4) (appelée HuC:gal4 dans le texte)
(Akerboom et al. 2012), la lignée Tg(CldnB:gal4;uas:meGFP) (appelée
cldnb:gal;uas:meGFP) (Marie A. Breau, Wilkinson, et Xu 2013; Miinzel et al. 2012), et des
lignées permettant 1’expression de formes dominantes négatives (DN) ou constitutivement
actives (CA) des Rho GTPases sous le controle d’un promoteur UAS, générées par Marion
Baraban, Pauline Monnot et Camille Lejeune de mon équipe d'accueil:
Tg(5xUAS:Racl-DN-V2A-GFP) (appelée uas:Racl-DN), Tg(5XUAS:Racl-CA-V2A-GFP)
(appelée uas:Racl-CA), Tg(5xUAS:RhoA-DN-V2A-mCherry) (appelée uas:RhoA-DN),
Te(5xUAS:RhoA-CA-V2A-mCherry) (appelée uas:RhoA-CA). Le design de ces lignées s’est
inspiré de la publication Hanovice et al. 2016 (Hanovice, McMains, et Gross 2016). J’ai
¢galement construit une lignée 7g(UAS-FRNK-GFP) permettant I’expression d’une forme
dominante négative de la kinase FAK sous le contréle du promoteur UAS (voir partie

“résultats additionnels™).

Injection d’ARNm et d’ADN
Les ARNm de Kif5¢°"-YFP (Randlett et al. 2011), de la Cherry membranaire (Megason
2009) et de la transposase Tol2 (Kwan et al. 2007)ont été synthétisés a partir de vecteurs
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pCS2 linéarisés grace au kit de transcription SP6 mMESSAGE mMACHINE (Ambion), puis
injectés a 30 ng/puL, 80 ng/uL et 20 ng/uL respectivement. L’ADN Tol2-UAS-FRNK-GFP
(envoyé par Stéphanie Woo, Université de Californie, San Francisco) a été injecté a 15 ng/ul
(et co-injecté¢ avec I’ARNm Tol2 a 20 ng/uL pour produire la lignée stable). Les injections
ont eu lieu dans des embryons au stade une cellule (notamment les injections d’ADN), quatre
cellules ou huit cellules en fonction des expériences et du mosaicisme souhaité, puis
maintenus a 23°C ou a 28°C jusqu’au stade désiré. Les embryons devant étre fixés a 36 hpf'le

lendemain ont été incubés a 33°C pendant la nuit.

Injections CRISPR/Cas9 pour produire des embryons crispants pour le Collagéne 1V

Les deux sites CRISPR ciblant Col4al dans les exons 5 et 7 (Coldal GI:
CTGGAATACCTGGACGTCCTGGG, Coldal G2 : TATAAAATGAGTCATACCGGTGG)
et deux autres ciblant Col4a5 dans les exons 8 et 10 (Colda5 Gl

TTTTGTCCTATAAGACCTGGTGG, Colda5 G2 : ATAGGCCCTTGAAGACCTGGGGG)
ont été sélectionnés pour leur haute spécificité et efficacité prédites via I’outil en ligne
CRISPOR (http:/crispor.tefornet/). L’Alt-R crRNA et le tracrRNA commandés chez
Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A, USA) ont été dissous dans le tampon
duplex (IDT) a 100 uM chacun. Les mélanges cr:tractRNA ont été obtenus en mélangeant la
méme quantité de ctrRNA et de tracrRNA, puis en chauffant cinq minutes a 95°C avant de
laisser refroidir a température ambiante. Les quatre mélanges gRNA:Cas9 RNP ont été
obtenus en incubant, pendant 10 minutes a 28°C, 1 puL de protéine Cas9 a 30 uM
(TACGENE, Paris, France) avec 2 pL de mélange cr:tractRNA pour un volume final de 10
pL de tampon d’injection (20 mM Hepes-NaOH ph 7.5, 150 mM KCl). Le mix d’injection
ciblant les quatres sites CRISPR a été obtenu en mélangeant la méme quantité de chaque
solution gRNA:Cas9 RNP. Les embryons ont été injectés au stade une cellule avec 1 nL de
mix puis maintenus a 28°C jusqu’au stade désiré. Les embryons devant étre fixés a 36 hpf'le

lendemain ont été incubés a 33°C pendant la nuit.

Génotypage

Afin d'identifier les poissons adultes ayant intégré de maniere stable le transgeéne
Tg(Tol2-UAS-FRNK-GFP), les embryons ont ét¢ génotypés par PCR avec les primers
suivants, permettant d’amplifier la  séquence de la GFP. GFP F

AAGGGCGAGGAGCTGTTCA ; GFP R : GGGCACAAGCTGGAGTACAA. Pour
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identifier les crispants FO ayant subit une délétion dans 1’une et/ou 1’autre des deux chaines
de Collagene, les embryons ont été génotypés par PCR avec les primers suivants :

Col4a5 intron7 F ATGAGCAGCCTTAAGTGAAATGC

Col4a5_intronl0_ R AATCTTATGCCAGCCCATGCC

Cold4al _intrond F ACTGTTGTCTTCTGTATGTGCT

Cold4al exon8 F ACAAGTTCCATACCTTTCCTCCC

Traitement d’image par surfcut

Pour les embryons fixés ayant I’OP, les axones olfactifs et la peau (le périderme) marqués
avec la RFP cytoplasmique (embryons cldnb:gal;uas:RFP), le plugin surfcut (Erguvan et al.
2019) a permis de supprimer des données la couche la plus superficielle des embryons. En
effet, ce plugin permet d’extraire et/ou de supprimer, dans un z-stack obtenu par microscopie
confocale, les signaux fluorescents présents a la surface d’un échantillon lorsque celui-ci est
courbé. L’épaisseur a extraire ou a enlever est choisie par 1’utilisateur. Cette manipulation
nous a permis de supprimer des données la couche de la peau, pour ne visualiser en

projection maximale que les structures du systeme olfactif (OP, axones).
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Discussion et perspectives

Mes travaux de thése mettent en évidence de nouvelles fonctions de la Laminine dans la

morphogenese des tissus et le développement des axones.
® Laminine et assemblage des membranes basales

Tout d’abord, nous avons confirmé que la Laminine est présente autour de I’OP et du cerveau
au sein de deux membranes basales distinctes, comme 1’avait observé le laboratoire de K.
Whitlock (Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021), qui ne se forment pas en méme temps au
cours du développement. Celle du cerveau est observable plus tot, dés 14 hpf, alors que celle
de ’OP se met en place lors des stades tardifs de la coalescence, entre 18 et 22 pf. De plus, il
semblerait que ce soient certaines cellules de 1I’OP, du télencéphale ainsi que des cellules
mésenchymateuses adjacentes (potentiellement les NCC) qui sécretent la Laminine

contribuant a cette membrane basale.

L'absence de la chaine y1 de la Laminine induit des perturbations des autres composants de la
membrane basale. Dans les mutants s/y, le Nidogéne n’est plus détectable par
immunohistochimie et le Collagéne IV présente un patron d’expression perturbé avec
seulement des patchs de Collagéne IV toujours présents a proximité de la trajectoire des
axones mutants. Ces perturbations affectent I’intégrité des membranes basales comme 1’ont
montré les analyses réalisées sur des images de microscopie ¢électronique qui indiquent que
I’espace intercellulaire chez les mutants est considérablement réduit a I’interface OP/cerveau

et contient trés peu de matériel dense aux électrons.

Ces résultats confirment que la Laminine y1 joue un réle primordial dans 1’assemblage de la
membrane basale, ce qui avait ét¢ démontré dans plusieurs autres systémes (voir notamment
(Poschl et al. 1996; Smyth et al. 1999; Parsons, Pollard, et al. 2002; McKee et al. 2007). A
I’avenir il serait intéressant d’étudier la distribution de la Laminine et d’autres composants
des membranes basales chez d’autres mutants Laminine tel que bashful (muté pour la chaine
al de la Laminine), grumpy (muté pour la chaine 1 de la Laminine) ou encore chez des
poissons mutants pour d’autres composants de la MEC comme le mutant dragnet (muté pour
la chaine @5 du Collagéne IV (Xiao et Baier 2007)), ou dans les lignées simples et doubles

mutantes pour les chaines al et a5 du Collagéne IV que I’on aura produites au sein du
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laboratoire. Nous pourrions également regarder la distribution de la Laminine et du Collageéne
IV dans des lignées mutantes pour le Nidogéne (comme nidIb*"’? ou nid2a* """
(Kettleborough et al. 2013)). Les hybridations in situ réalisées par Carrara 2019 montrent que
nidlb et nid2a sont effectivement exprimés autour des OP (Fig.11) (Carrara et al. 2019), sans

doute par les NCC (Bryan et al. 2020).

® Laminine et morphogenése de I’OP

Aux stades de coalescence de I’OP, la mutation de la Laminine y1 n’induit pas de défauts
majeurs dans la morphogenése de 1’OP, cette derniére étant seulement légeérement plus grande
selon I’axe ML. Cette augmentation n’est pas due a une augmentation du déplacement des
cellules lors de la coalescence comme 1’ont montré mes films sur les embryons
sly-/-;ngnl:gfp. 1l n’est pas impossible que cette augmentation de la taille du tissu selon 1’axe
ML soit due a I’absence de NCC entre I’OP et le cerveau aux stades précoces, car nous avons
identifi¢ que le développement des NCC est affect¢ chez les mutants s/y. En effet, des
quantifications publiées par Monnot et al 2022 montre que chez les mutants foxd3, dans
lesquels la migration des NCC est retardée, il y a une augmentation de la taille ML de ’OP a
21 hpf, de I’ordre de celle que I’on observe dans nos mutants s/y-/-. Nous avons vu que la
Laminine de la membrane basale terminait de s’assembler autour de ’OP autour de 18-22
hpf. Il est donc possible que cette augmentation ML de la taille de la placode soit
complétement indépendante de la Laminine et soit uniquement causée par 1’absence de NCC.
Sans Laminine, 1’OP aurait donc plus de place pour s’étendre en ML en 1’absence de NCC. A
I’avenir il serait intéressant de réaliser des quantifications similaires chez les doubles mutants
tfap2a;foxd3 qui présentent une perte presque totale des NCC céphaliques, alors que dans le
mutant foxd3 seul, la migration des NCC n’est que partiellement affectée (Arduini, Bosse, et

Henion 2009; Bryan et al. 2020).

La seule différence notable sur la dynamique des cellules de ’OP aux stades de coalescence
est le shift antérieur observé dans leurs déplacements, potentiellement provoqué par le
mouvement antérieur des cellules du cerveau qui entralnerait vers l’avant les cellules
postérieures de I’OP. Ce mouvement antérieur des cellules du cerveau semble d’ailleurs
exacerbé dans les mutants s/y. Lors d’une précédente étude menée au sein de mon laboratoire
d'accueil (M. A. Breau et al. 2017), Marie Breau a observé que les cellules postérieures de

I’OP présentaient un déplacement antérieur corrélé avec le déplacement antérieur de cellules
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du cerveau qui a lieu lors de la coalescence des OP. Il est possible qu’en 1’absence de
Laminine/de membranes basales autour du cerveau et de I’OP, les cellules de I’OP soient
encore plus entrainées par ce déplacement antérieur du cerveau car (i) il est plus intense et (ii)
elles ne peuvent plus y résister. La Laminine et les membranes basales permettraient ainsi aux

tissus de résister aux différents mouvements de morphogenese.

Apres la fin de la coalescence, au moment ou le mouvement de flexure du cerveau antérieur
(qui a une forte composante/implication en DV) se produit, on voit que I’OP est plus allongée
en DV chez les mutants s/y que chez les controles, allongement qui n’est pas causé par une
augmentation de la prolifération des cellules, et de nombreuses cellules ectopiques sont
présentes autour des OP. De plus, les cellules du cerveau et surtout de I’OP, qui présentent un
déplacement ventral a ces stades, ont tendance a se déplacer de fagon plus directionnelle (leur
MSD (Mean Square Displacement) est augmenté) chez les embryons mutants. Comme pour
le shift antérieur observé lors de la coalescence, il est possible que la Laminine (ou les
membranes basales) empéche la flexure d’influencer la trajectoire et la vitesse des cellules de
I’OP et leur permet de résister aux potentielles forces de traction induites par ce mouvement.

Si ’OP est entrainée par le cerveau lors du shift antérieur et du mouvement de flexure du
cerveau, il y a de fortes chances qu’elle soit soumise a une tension supérieure chez les
mutants. Pour tester cette hypothése, il serait intéressant de réaliser des expériences
d’ablations laser, dans lesquelles la vitesse immédiate d’ouverture du tissu de part et d’autre
de I’ablation permet d’évaluer la tension de ce tissu. Nous pourrions par exemple réaliser des
ablations linéaires selon ’axe ML au milieu des OP contrdles et mutantes afin de mesurer la
tension dorso-ventrale a laquelle I’OP est soumise, a différents stades de développement.
Nous nous attendons a ce que chez les mutants la tension soit plus élevée. Cette technique
d’ablation laser a 1’échelle tissulaire a déja été réalisée au sein de mon laboratoire d'accueil
(Monnot et al. 2022) et permettrait de conclure sur une potentielle augmentation de la tension

a laquelle les OP sont soumises chez les embryons s/y-/-.

Pendant la flexure, les trajectoires des cellules des OP mutantes présentent également un
déplacement médial et les OP se rapprochent I'une de 1’autre au cours du temps, alors que
chez les contréles leur déplacement est latéral. De plus, 1’épaisseur du cerveau est
significativement réduite chez les mutants sly, notamment a proximité des OP. Nos
acquisitions en 3D montrent que les placodes sont presque encastrées dans le tissu du

cerveau, indiquant que la frontiére entre les deux tissus n’est pas bien mise en place en
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absence de membranes basales. Nos analyses de la forme de la fronticre OP/cerveau ont
démontré que chez les mutants la frontiére est moins droite. Nos résultats montrent donc que
la Laminine (ou les membranes basales) joue un role de barriére physique qui permet de bien
séparer les deux tissus, comme 1’avaient proposé Torres-Paz, Tine, et Whitlock 2021, en

analysant la distribution de la Laminine dans cette région de I’embryon.

® Laminine et développement des axones olfactifs

Une fois les deux membranes basales de I’OP et du cerveau formées, la Laminine, ainsi que
d’autres composants des membranes basales, le Nidogeéne et le Collagene IV, sont présents
autour des deux tissus. Les seuls endroits ou 1’on détecte une interruption des membranes
basales a ces stades sont (i) au niveau de point de sortie des axones olfactifs de I’OP, (ii) au
niveau de leur point d’entrée dans le cerveau et (iii) au-dessus de la rosette de dendrites
d’OSN, Ia ou se forme la narine. Nos films avec la lignée TgBAC(lamC1:lamCI-sfGFP)
suggerent que le point de sortie se forme par I’assemblage incomplet de la membrane basale
aux stades tardifs de la coalescence, tandis que le point d’entrée est généré par création d’une
ouverture dans la membrane basale du cerveau. Les mécanismes qui contrdlent la formation
de ces interruptions ne sont pas connus dans notre systéme. Pour la formation du point de
sortie des axones olfactifs, il est possible que les cellules de I’OP et/ou les cellules
environnantes sécrétent des molécules empéchant 1’assemblage local de la Laminine, ce qui
pourrait expliquer 1’absence de membrane basale au point de sortie des axones. Il est
¢galement possible que ce mécanisme soit régulé par une sécrétion locale de MMP (Matrix
Metalloproteinases), connues pour cliver de multiples composants des membranes basales
(Nagase et Woessner 1999), ce clivage pourrait avoir lieu juste aprés 1’assemblage de la
Laminine. Plus simplement, il est également possible qu’il n’y ait pas du tout de dégradation
de la Laminine au niveau du point de sortie des axones et qu’il s’agisse uniquement d’un
assemblage non complet de la membrane basale. La formation du point d'entrée des axones
dans le cerveau résulte, elle, forcément d’une dégradation ou d’une déformation locale de la
membrane basale étant donné que celle-ci est continue avant que les axones ne pénétrent dans
le cerveau. Il est possible que les axones olfactifs eux-mémes sécrétent des protéases
permettant de dégrader la membrane basale préalablement assemblée au niveau du point

d'entrée dans le cerveau.
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Nous avons vu que certains neurones olfactifs ont leur axones ancrés a la surface du cerveau
chez des mutants sly, et qu'il y a un mouvement latéral des cellules de OP pendant la
coalescence, observé grace aux films réalisés sur les embryons sly-/-;ngnl:gfp. Cela suggere
que la Laminine ne supprime pas ce mécanisme d’extension rétrograde des axones olfactifs a
la fin de la coalescence pour au moins certains axones chez le mutant. Nous avons essay¢ de
regarder si ce mécanisme était perturbé chez les mutants sly, en visualisant de manicre
mosaique les axones olfactifs et pour I’instant nos observations suggerent que 1’extension
rétrograde peut se faire au moins pour certains axones mutants, mais des quantifications
seraient nécessaires.

A Davenir, il faudra également analyser en détail la polarité des neurones dans les mutants,
par exemple en utilisant le marqueur de spécification axonale Kif5C°*-YFP, car la polarité
neuronale est perturbée dans d’autres contextes lorsque la Laminine est perturbée (Randlett et

al. 2011).

Nous avons montré que, suite a leur extension rétrograde qui précede leur sortie de la
placode, la croissance des axones se fait en deux temps. Tout d’abord, des leur sortie de 1’OP,
les cones de croissance des axones olfactifs font un brusque virage et migrent dorsalement
entre les membranes basales de I’OP et du cerveau. Ensuite, ils pénétrent dans le cerveau par
le point d’entrée et continuent leur navigation le long de la membrane basale dorsale du
cerveau. Ces observations suggerent que les cones de croissances des axones olfactifs suivent
la membrane basale qui leur sert de substrat permettant aux axones de migrer. Chez les
mutants n’ayant plus de Laminine, les membranes basales sont fortement perturbées avec
notamment une absence de Nidogéne et une modification de 1’expression du Collagene IV.
D’autres composants que nous n’avons pas étudiés sont probablement également absents
et/ou perturbés. Il est donc difficile de déterminer lequel des composants de la membrane
basale est responsable du guidage des axones olfactifs. La Laminine reste néanmoins un bon
candidat, de nombreuses études ayant montré son implication dans la navigation de différents
axones dans de nombreux systémes. Par exemple, in vitro, la Laminine participe a la
navigation des neurones de la racine dorsale du poulet (Kuhn, Schmidt, et Kater 1995), des
neurones hippocampaux chez la souris (Esch, Lemmon, et Banker 1999; Abe et al. 2018;
2021) et in vivo chez le poisson-zebre, elle influence la navigation de plusieurs populations
d’axones (Wolman et al. 2008; Paulus et Halloran 2006; Semina et al. 2006; Karlstrom et al.

1996). De plus, il a été montré que la Laminine in vitro promeut la croissance des axones des
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neurones olfactifs et est présente in vivo dans la zone du nerf olfactif chez les rongeurs (K. W.

Kafitz et Greer 1999; Whitesides et LaMantia 1996).

Il est possible que la Laminine et les membranes basales fonctionnent de paire avec d’autres
molécules de signalisation. Par exemple, on sait qu’un des couples signal/récepteur qui régule
la croissance des axones olfactif est Robo/Slit (N. Miyasaka 2005; Madelaine, Garric, et
Blader 2011), or Slit se lie au Dystroglycan (Wright et al. 2012), un des récepteurs principal
de la Laminine, et donc interagit physiquement avec la membrane basale. Il est donc possible
que, par I'intermédiaire du Dystroglycan, la Laminine participe a la navigation de certaines
axones. Enfin, la présence ou 1’absence de Laminine peut modifier la réponse des axones aux
signaux Slit in vitro (Nguyen-Ba-Charvet et al. 2001). La présence de Laminine peut
¢galement moduler la réponse a une autre molécule de guidage, la Nétrine-1 (Weinl et al.
2003; Hopker et al. 1999), qui avec son récepteur DCC jouent un role dans la navigation des
axones des OSN ciliés (Lakhina et al. 2012; Dang et al. 2023). On peut donc penser qu’en
I’absence de Laminine, la réponse des axones aux Slit ainsi qu’a la Nétrine-1 est modifiée et
induit au moins certains défauts de navigation que nous observons chez les mutants s/y.
Comment ces différentes protéines interagissent les unes avec les autres reste a déterminer.

Une autre protéine candidate est Tagl (Tramsient Axonal Glycoprotein 1), une molécule
d’adhésion de la superfamille des immunoglobulines qui participe a la navigation des axones
du nucMLF chez le poisson-zebre. Un KO de cette protéine induit des défauts en partie
similaires a ceux observés chez des mutants pour la chaine a1 de la Laminine (Wolman et al.
2008). Le role de Tagl dans le systeme olfactif de poisson-zebre est actuellement étudié¢ au
sein de mon laboratoire d'accueil par Karen Pottin afin de déterminer si cette protéine joue un

role dans le développement des axones olfactifs in vivo.

Chez les mutants sly, il y a des défauts séveres de navigation des axones olfactifs. Ces
derniers peinent a sortir de I’OP, ne forment pas de faisceau fasciculé et leur trajectoire est
fortement perturbée. Tout d’abord, I’absence de Laminine autour de I’OP et donc 1’absence
d’un point de sortie défini provoque une désorganisation des axones a I’intérieur de la
placode qui ne trouvent pas de sortiec commune. Le fait que les quelques axones qui
parviennent a sortir dorsalement de I’OP se dirigent vers la zone présomptive de 1’OB
renforce 1’idée que, bien que la présence de Laminine soit essentielle au guidage correct des
axones olfactifs chez le poisson-zebre, d’autres processus de guidage sont maintenus chez les

mutants s/y.
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Dans le futur, il serait intéressant de savoir comment se comporte le cytosquelette des axones
dans le contexte mutant. Nous pourrions par exemple réaliser des films sur des embryons
sauvages et mutants exprimant des rapporteurs fluorescents pour certains éléments du
cytosquelette (actine, myosin I, microtubules), ces outils sont présents au sein du laboratoire.
Nous pourrions également visualiser les signaux calciques accompagnant le développement
axonal dans les deux contextes, pour regarder comment 1’absence de Laminine peut
influencer ce type de signalisation dans les axones olfactifs. En effet, la signalisation induite
par le calcium influence la croissance des neurites, la motilit¢ des cones de croissance, le
branching des axones ainsi que la dynamique du cytosquelette des cones de croissance (pour
revue voir Gomez et Zheng 2006; Henley et Poo 2004). Chez les poisson-zebre il est possible
de visualiser I’activité calcique en utilisant des lignées transgéniques exprimant des sondes de
type GCaMP dont I’intensité¢ de la fluorescence augmente suite a la liaison d’ions calciums

(Nakai, Ohkura, et Imoto 2001).

® Role potentiel du Collagene 1V

Nous avons observé que chez les mutants s/y, des patchs de Collagéne IV étaient toujours
présents a proximité de la trajectoire des axones qui parviennent a sortir de I’OP. Il est
possible que ce composant des membranes basales participe au guidage de ces axones, ce qui
expliquerait que lorsque des résidus de Collageéne IV sont toujours présents chez le mutant,
certains axones parviennent a migrer vers le bulbe. Le Collagéne IV ne se lie pas directement
a la Laminine au sein des membranes basales, il est li¢ au Nidogéne qui lui est lié a la
Laminine (McKee et al. 2007). On peut penser qu’en absence de Laminine, les dépdts de
Collagéne IV attendus dans les membranes basales se produisent, mais que, comme il n’y a
plus de formation de réseaux possible avec la Laminine et le Nidogene (qui lui est absent), il
s’accumule sous forme de patchs. Il serait intéressant de regarder chez des mutants s/y a des
stades plus tardifs si on retrouve toujours ces accumulations/patchs de Collagene IV. 1l est en
effet possible que les défauts de la membrane basale deviennent plus importants au cours du
temps comme l’ont vu I’équipe de D. Stemple en microscopie électronique, avec des
perturbations plus marquées a 32 hpf en comparaison avec 24 hpf dans la notochorde
(Parsons, Pollard, et al. 2002).

Pour tester le role du Collagéne IV dans les contextes contréles et mutants, nous avons
produit des embryons FO crispants pour les chaines al et a5 du Collagene IV. Chez les

crispants présentant une délétion sur les deux chaines du Collagéne IV (al et a5), le
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marquage Collagene IV est toujours présent avec une distribution “normale” (identique a
celle des embryons sauvages, avec une accumulation aux membranes basales et sous forme
d’un réseau fibreux autour de I’OP) chez les embryons crispants sly+/- et sly+/+, et sous
forme de patchs fibreux chez les crispants s/y-/-. Il est possible que, comme nous le détectons
avec un anticorps polyclonal, d’autres chaines col4a soient reconnues par I’anticorps. Une
autre hypothése serait qu’une partie des chaines de Collagéne IV al et/ou a5 sont quand
mémes produites dans les crispants, ainsi I’anticorps pourrait reconnaitre la partie de la
protéine qui se trouve avant la délétion ou bien les protéines pour lesquelles la délétion
permet de garder la méme phase de la séquence protéique. Méme si les chaines a1 et a5 sont
présentes dans les trois trimeres du collageéne IV, il est également possible qu’en leur absence
I’activation de l’expression d’autres chaines cold4a compensent leur perte (phénoméne de
compensation génétique qui inclut potentiellement de la redondance fonctionnelle, des
réarrangement du réseau génétique et parfois I’acquisition de mutations adaptatives (pour
revue voir El-Brolosy et Stainier 2017; El-Brolosy et al. 2019; Kontarakis et Stainier 2020).
Nous avons choisi de nous concentrer sur les embryons avec une double délétion des chaines
al et a5 du Collagene 1V, et de ne pas analyser les embryons présentant une délétion simple
pour I'une ou ’autre des chaines dans ces expériences, car le statut précis du géne codant
pour Dl’autre chaine (présence d’indels produisant ou non un décalage de lecture ou
I’apparition d’un codon stop) ne peut étre connu que par PCR suivie de séquencage. Les
expériences avec les crispants FO sont en général complexes car il est difficile techniquement
d’établir un lien précis entre phénotype et génotype de I’embryon. A I’avenir, nous pourrions
générer des lignées de mutants stables a partir des embryons injectés. Le Collagéne IV reste
un bon candidat pour médier le guidage des axones olfactifs car nos analyses tres
préliminaires suggerent ’existence de défauts dans la navigation de ces axones dans les
crispants. L’objectif serait également de croiser des embryons mutants pour I’une, 1’autre ou
les deux chaines de Collagene IV al et a5 avec des poissons s/y afin de voir si les défauts

observés sur les axones sont encore plus drastiques.

® Qu’en est-il des récepteurs de la Laminine ?

Malheureusement nous n’avons pas pu tester I’implication des Intégrines dans le
développement du systéme olfactif. A 1’avenir, il serait intéressant de déterminer quelles
isoformes des Intégrines sont exprimées par les neurones de I’OP puis d’analyser les

différents mutants correspondants, ou bien de générer/utiliser des formes dominantes
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négatives. Nous pourrions également injecter des antagonistes des Intégrines tel que le
peptide RGD qui agit sur de nombreux dimeéres des Intégrines in vitro et in vivo (Ruoslahti
1996) ou I’Echistatine (Becker, McLane, et Becker 2003).

Nous avons essay¢ de perturber la signalisation en aval des Intégrines avec un dominant
négatif de la kinase FAK et des versions dominantes négatives ou constitutivement actives
des Rho GTPases. Malheureusement I’absence de phénotype observé aprés expression du
dominant négatif de FAK ne nous permet pas de conclure sur le réle potentiel de cette kinase
dans la navigation des axones olfactifs ni dans la morphogenese de I’OP, car cette absence de
défaut pourrait étre due a un niveau d’expression trop faible du dominant négatif. Le niveau
d’expression était trés variable et nous n’avons malheureusement pas obtenu assez
d’embryons controles n’exprimant pas le dominant négatif. Il faudrait arriver a stabiliser cette
lignée (en isolant les différentes insertions du transgéne) afin d’avoir des niveaux
d’expression reproductibles et plus d’embryons controles par expérience.

En ce qui concerne les Rho GTPases, ’expression des versions dominantes négatives et
constitutivement actives de RhoA était trés mosaique et celle du dominant négatif de Racl
n’engendrait pas de perturbation notable. Pour uas-Racl-CA, méme si nous avons observeé
des faisceaux d’axones plus ou moins denses, la morphogenese de I’OP semblait également
tres affectée et il y avait une augmentation de la mort cellulaire dans tout I’embryon. Les
défauts axonaux peuvent donc étre une conséquence indirecte de phénotypes plus précoces. 11
pourrait €tre intéressant d’induire une perturbation globale du cytosquelette avec des drogues
par exemple, et d’observer le comportement des axones olfactifs a mes stades d’intéréts.
Nous pourrions traiter les embryons avec du Colcémide, une drogue qui perturbe la
polymérisation des microtubules (Norden et al. 2009), de la Blebbistatine qui perturbe
I’activité de la Myosine II ou Rockout qui perturbe ’activité d’un activateur en amont de la

Myosine II (M. A. Breau et al. 2017).

Nous pourrions également étudier le réle du Dystroglycan, récepteur de la Laminine qui
pourraient intervenir étant donné qu’il se lie a Slit (Wright et al. 2012), qui intervient dans la
navigation des axones olfactifs chez le poisson-zebre (N. Miyasaka 2005; Madelaine, Garric,
et Blader 2011). Des expériences d’hybridations in sifu chez le poisson-ze¢bre montrent que
DAGI est exprimé dans le cerveau en développement, 1’oeil et dans la queue a la fin de la
somitogenese puis dans le cerveau antérieur, le mésencéphale, I’oeil et la vésicule auditive a
30 hpf (Christopher J. Moore, Goh, et Hewitt 2008), ce qui en fait un candidat plausible pour

participer a la morphogenese de I’OP et la navigation des axones olfactifs. Une autre équipe a
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identifi¢ un mutant, pachytail, muté pour DAGI, et chez qui il y a une diminution de I’ARNm
DAGI et de la protéine Dystroglycan. A 5 jours post fécondation, cette mutation affecte la
structure de I'ceil au niveau de la couche ganglionnaire, du cristallin et de la cornée mais aussi
celle du SNC, notamment la structure du mésencéphale et du cervelet (Gupta et al. 2011).
Nous pourrions utiliser ce mutant et observer au niveau du systéme olfactif si on voit des
perturbations. Il existe également un morpholino dirigé contre le Dystroglycan mais celui-ci
n’induit apparemment pas de défaut dans le cerveau du poisson-zébre (Parsons, Campos, et

al. 2002).

® Réintroduction de la chaine y1 de la Laminine de maniére exogéne

De maniére surprenante, il semblerait que 1’expression exogene de LamCl1-sfGFP ne
permette pas de rétablir un phénotype complétement sauvage chez les mutants s/y. En effet,
dans nos expériences avec la lignée transgénique TgBAC(lamCl:lamCI-sfGFP), méme si la
morphologie globale des embryons semble étre restaurée en présence du transgene, cela n’est
pas le cas des défauts du systéme olfactif, au moins pour les embryons a 36 hpf. L’équipe de
H. Knaut (Yamaguchi et al. 2022) a observé que chez leurs mutants y1 LamC1-sfGFP positifs,
certains embryons avaient un phénotype (morphologie de I’embryon) partiellement “mutant”
a 48 hpf (N = 72/94 des embryons avaient un phénotype sauvage et N = 22/94 ont un
phénotype partiellement mutant). Il est possible qu’aux stades précoces 1’expression du
transgene, combinée a I’expression maternelle de la Laminine, permettent de maintenir un
phénotype sauvage, cela expliquerait pourquoi a 28 hpf nous n’avons pas observé d’OP
mutantes chez 12 embryons exprimant LamC1-sfGFP. Pour tester cette hypothese, il faudrait
refaire ces expériences, en analysant a la fois des stades encore plus précoces mais aussi plus
tardifs pour voir si D’apparition des phénotypes est seulement retardée en présence du
transgéne. Méme si Yamaguchi et al. (2022) ont observé un phénotype “mild” dans leurs
embryons mutants Laminine exprimant le transgene LamCl1-sfGFP, ils n’ont pas noté de
défauts de migration du primordium de la ligne latérale postérieure (Yamaguchi et al. 2022). Il
se pourrait que le transgéne rétablisse le phénotype sauvage uniquement dans certaines
zones/tissus des embryons et pas d’autres, ce qui, transposé a notre problématique, ne facilite
pas nos analyses.

Il est possible que ce soit I’expression hétérozygote du transgeéne (une seule copie) qui
empéche un sauvetage total, ou bien la fusion de la sfGFP a la Laminine y1 qui pourrait

affecter sa fonction spécifiquement dans les OP a des stades tardifs. Il est peu probable que le
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transgene BAC récapitule mal le patron d’expression de la Laminine car nos
immunomarquages réalisés sur des embryons non mutants montrent un marquage similaire
entre la Laminine endogeéne et le transgeéne. Cependant, ces expériences ont été réalisées
seulement a des stades précoces (entre 17 et 40 hpf) et il semble nécessaire de réaliser des
marquages similaires plus tardivement afin de vérifier que le patron d’expression du

transgene correspond toujours a celui de la Laminine endogene.

® Autonomie du phénotype mutant sly

L’analyse des mutants s/y-/- ne permet pas de déterminer si les défauts observés en I’absence
de Laminine (membranes basales, forme de 1’OP, migration des axones olfactifs) sont des
effets cellulaires autonomes ou non. Pour répondre a cette question, il faudrait réaliser des
expériences de transplantations de cellules mutantes dans des embryons sauvages et
vice-versa. Comme ’ont fait les auteurs de Parsons et al. 2002 en transplantant des cellules
issues d’embryons mutants sly et gup (mutés pour la chaine 1 de la Laminine) dans des
embryons controles et vice-versa pour étudier le développement de la notochorde (Parsons,
Pollard, et al. 2002) ou les auteurs de Randlett 2011 qui ont transplant¢ des cellules
d’embryons controles dans des embryons injectés avec un morpholino ciblant la Laminine p1
pour ¢étudier la croissance des axones des RGC (Randlett et al. 2011). Dans la notochorde, les
phénotypes observés chez les mutants sont a la fois cellule-autonome et non cellule-autonome
(Parsons, Pollard, et al. 2002). Par contre, dans les RGC, le phénotype n’est pas cellule
autonome (Randlett et al. 2011). L’avantage du poisson-zeébre est que, grace aux cartes de
destin cellulaire établies au stade shield (voir par exemple (Kozlowski et al. 1997), nous
pouvons transplanter les cellules dans les zones de I’embryon précoce qui donneront le

cerveau antérieur versus les placodes olfactives (M. A. Breau et al. 2017).
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Conclusion

La Laminine ainsi que les membranes basales contrdlent de nombreux mécanismes qui
permettent d’assurer le bon développement et la survie des cellules en contribuant a
I’¢laboration de signaux mécaniques et chimiques régulant leur biologie. Bien que les
différents composants des membranes basales soient extensivement étudiés depuis les années
70, de nombreux roles restent a découvrir, notamment I’implication des membranes basales
dans des processus développementaux in vivo. En effet, de part leur implication trés précoces
dans le développement, les pertes de fonctions et mutations sont généralement létales chez les
embryons.

Lors de ma these, j’ai étudié le role de la sous-unité y1 de la Laminine dans le développement
du systéme olfactif chez le poisson-zébre. Mes résultats montrent que la Laminine est
essentielle a 1’assemblage des membranes basales : en son absence, 1’intégrit¢ de ces
derniéres est fortement affectée. La Laminine joue également un role minime dans la
coalescence de la placode olfactive et un réle important dans le maintien de sa forme au cours
du temps. En effet, mes résultats suggerent que la présence de Laminine entourant la placode
olfactive lui permet de résister aux mouvements des cellules adjacentes provoqués par le
déplacement antérieur de cellules du cerveau lors de la coalescence, puis par le mouvement
ventral global de toute la téte de I’embryon lors du mouvement de flexure. Enfin, la Laminine
permet également aux axones olfactifs de naviguer correctement vers leur cible dans le
cerveau, le bulbe olfactif. Non seulement la distribution de la Laminine en conditions
normales lui suggere un rdle de substrat pour la croissance des axones olfactifs, mais de plus,
en son absence, leur navigation est fortement perturbée. Ces résultats démontrent
I’implication de la Laminine et des membranes basales associées dans le maintien de la forme
et de la position des placodes olfactives au cours du développement et dans le développement

des axones olfactifs.
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