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Introduction

I. La régionalisation du systéeme nerveux central chez les vertébrés.

Le systétme nerveux central des vertébrés est sans aucun doute le tissu le plus
complexe du point de vue de la variété de cellules qui le composent. La mise en place d’un
systeme nerveux fonctionnel nécessite que différents types cellulaires soientt genérés a un
temps et a une place définie. La premiére étape conduisant a la formation du systéme est
I’induction neurale qui permet de définir I’ectoderme neural ou plaque neurale. La plaque
neurale sera ensuite régionalisée en différents domaines. Dans ce chapitre, je vais décrire les
mécanismes d’induction neurale et de régionalisation du systéme nerveux puis leur

importance dans le bon développement du systéme nerveux central.

1. L’induction neurale chez les vertébrés.

a) Le bouclier comme centre organisateur.

Chez les vertébrés, le systéeme nerveux central émerge d’une région spécifique de
I’ectoderme appelée plaque neurale qui va ensuite se transformer en tube neural durant la
neurulation. La plaque neurale est spécifiée durant la gastrulation a partir de I’ectoderme
dorsal. Par défaut, le destin de I’ectoderme est neural. En effet, chez le xénope, des
expériences de dissociation de cellules ont mis en évidence que les cellules expriment des
marqueurs du neuroectoderme (Hemmati-Brivanlou and Melton, 1994; Wilson and Hemmati-
Brivanlou, 1997). L’addition de protéines BMP (Bone morphogenetic protein) de la famille
des TGF-B (Transforming growth factor-B) dans les explants d’ectoderme a pour effet de
promouvoir un destin épidermique au dépend de I’ectoderme neural (Wilson and Hemmati-
Brivanlou, 1997). Chez le poisson zebre, swirl (swr), snailhouse (snh) et somitabun (sbn),
trois mutants pour, respectivement, BMP2, BMP7 et Smad5 (qui est un effecteur de la voie
BMP) ont mis en évidence que la perte d’activité de la voie BMP induit une expansion de
I’ectoderme neural vis-a-vis de I’ectoderme non neural (Hild et al., 1999; Kishimoto et al.,
1997; Nguyen et al., 1998). La formation de I’ectoderme neural nécessite donc I’inhibition de

I’activité des protéines BMP.



La régionalisation de la plague neurale est liee a la mise en place de I’axe dorso-
ventral au stade blastula. Lors de I’induction neurale, le mésoderme dorsal est la source
d’expression de molécules inhibitrices de I’activité de BMP comme Chordin, Noggin et
Follistatin (Smith and Harland, 1992; Smith et al., 1993; Zimmerman et al., 1996). Ces
protéines se fixent au ligand BMP et empéchent la liaison des proteines BMP a leur récepteur.
La surexpression de ces facteurs dans un embryon de xénope a pour effet de dorsaliser
I’embryon et de favoriser la formation du neuroectoderme (lemura et al., 1998; Piccolo et al.,
1996). Chez le poisson zébre, lors de la gastrulation, le centre organisateur responsable de
I’expression des molécules inhibitrices de I’activité BMP est localisé au niveau du bouclier (le
bouclier/shield est I’équivalent du centre organisateur de Spemann de xénope). De maniére
cohérente avec le rble des antagonistes des BMP dans I’induction neurale, le mutant dino
(din)/chordino (chd), qui est mutant pour chordin, présente une expansion de I’ectoderme non
neural et une réduction de I’ectoderme neural (Bauer et al., 1998; Furthauer et al., 1999;
Schulte-Merker et al., 1997). Néanmoins, les embryons mutants pour chordin ont toujours un
systéme nerveux, suggérant que I’expression de Noggin et Follistatin par le bouclier

compense la perte d’activité de Chordin.

b) Les signaux instructifs du Yolk Syncitial Layer (YSL).

Certaines études ont mis en évidence que I’inhibition des protéines BMP par le centre
organisateur n’est pas suffisante pour I’induction neurale, suggérant alors que des signaux
instructifs sont requis (Feldman et al., 1998; Gritsman et al., 1999; Shih and Fraser, 1996;
Wilson and Edlund, 2001). En effet, les signaux de la voie WNT/B-Catenin sont nécessaires et
suffisants a la répression des génes bmp (Baker et al., 1999). Chez le poisson zébre, les
facteurs WNT sont exprimés a partir d’un centre organisateur appelé Yolk Syncitial Layer
(YSL) situé a la limite du vitellus & mid-blastula (Ho et al., 1999). La sécrétion des signaux
WNT par le YSL activent I’expression d’un facteur a homéodomaine répresseur, bazozok
(Fekany et al., 1999; Koos and Ho, 1998; Yamanaka et al., 1998). Au stade gastrula, Bazozok
est capable de réprimer I’expression des protéines BMP et WNT (WNTS8 inhibe I’expression
de chordin a ce stade) et ainsi de permettre I’induction neurale (Fekany-Lee et al., 2000)
(Figure 1).
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Fig. 1: La protéine a homéodomaine bozozok (boz) favorise I’antériorisation et limite la postériorisation du
cerveau. (A) Induction neurale dans des embryons sauvages. Boz inhibe la voie WNT et favorise la mise en
place du centre organisateur durant la gastrulation. Boz active I’expression des antagonistes de BMP et induit le
neuroectoderme antérieur. (B) Dans les mutants boz, I’activit¢ de WNT n’est pas inhibée et le centre
organisateur n’est pas correctement formé. L’activité des BMP est augmentée et conduit a une expansion du
domaine postérieur au dépend du domaine antérieur (Fekany-Lee et al., 2000).
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Le mutant bazozok présente une expression de BMP et WNT8 renforcée au dépend de
Chordin qui a pour effet de réduire le territoire neural et la taille du cerveau antérieur
(Fekany-Lee et al., 2000). D’autre part, Squint (Nodal/TGF-B) est également exprimé dans
I’YSL au stade blastula. Son expression est nécessaire a I’expression des antagonistes de
2000; Sirotkin et al.,

2000). Finalement, certaines études ont montré que I’inhibition de la voie BMP par ses

BMP en parallele de I’activité de Boz au stade gastrula (Shimizu et al.,

antagonistes nécessite I’activité de la voie FGF (Fibroblaste Growth Factor) qui a également
un réle instructif sur la détermination neurale (Delaune et al., 2005; Furthauer et al., 1997;

Marchal et al., 2009; Wilson et al., 2000) (Figure 2).
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Fig. 2: Modéle de I'induction neurale mettant en jeu les voies de signalisation, BMP, FGF et Nodal. La
spécification neurale nécessite I’inhibition de I’activité des BMP et I’activation des FGF indépendamment de
I’activité des BMP. FGF inhibe I’expression des genes BMP et induit I’expression des antagonistes des BMP
afin de favoriser le destin neural (Delaune et al., 2005).




En conclusion, on peut dire que le mécanisme principal lors de I’induction neurale
chez les vertébrés est I’inhibition des protéines BMP par les antagonistes tels que Chordin.
Néanmoins, d’autres signaux inducteurs comme WNT et FGF sont requis. De plus, chez le
poisson zébre la voie Nodal agit pour renforcer I’expression de Chordin et Noggin dans le
bouclier. Ces résultats suggérent que I’intégration des signaux d’au moins quatre voies de

signalisation est nécessaire au mécanisme d’induction neural durant la gastrulation.

2. Laregionalisation de la plague neurale.

a) La régionalisation antéro-postérieure et médio-latérale.

A la fin de la gastrulation, lorsque la plaque neurale est formée, celle-ci est
régionalisée dans I’axe antéro-postérieur et médio-latéral. Dans un premier temps, la
régionalisation de plaque neurale permet de définir de grands sous-domaines qui, par
exemple, donneront plus tard le prosencéphale, le mésencephale et le rhombomcéphale. Dans
un deuxieme temps, ces sous-domaines sont encore restreints a des zones ou la neurogenese
pourra ou non avoir lieu. La régionalisation médio-latérale de la plaque neurale s’effectue par
I’expression des génes BMP au niveau de I’ectoderme non-neural, flanquant la plaque neurale
a son extrémité la plus latérale, et par Shh qui est exprimé par la notochorde au niveau médial
(Chiang et al., 1996; Liem et al., 1995). L’axe antéro-postérieur est défini grace a I’intégration
de trois voies de signalisation qui sont les voies de I’AR (Acide Rétinoique), des FGF et WNT
(Gavalas and Krumlauf, 2000; Koshida et al., 1998; Yamaguchi, 2001). L’action de ces trois
voies de signalisation (exprimées a partir du mésoderme caudal) a pour effet de postérioriser
I’ectoderme neural. En addition, un effet antériorisant est induit par un groupe de cellules
situees a I’extrémité antérieure de la plaque neurale appelée ANB (Appel, 2000; Houart et al.,
2002; Houart et al., 1998). Chez le poisson zeébre, les cellules de I’ANB permettent
d’antagoniser I’activité de la voie WNT afin de permettre le developpement de la plaque
neurale antérieure.

L’intégration des signaux mettant en place les axes médio-latéral et antéro-postérieur
permettent de définir des territoires spécifiques dans la plaque neurale. Ces territoires sont
caractérisés par I’expression d’une combinaison de facteurs de transcription qui relaient une
information de position qui permettra de régionaliser correctement le cerveau et le tube

neural.



b) La régionalisation et la segmentation du rhombencéphale.

Les voies de signalisations FGF, WNT et AR permettent de définir les territoires
présomptifs du télencéphale, diencéphale, mésencéphale et rhombencéphale. Ainsi, si la
régionalisation de la plaque neurale est correcte (caractérisée par une combinaison de facteurs
de transcription), le cerveau sera subdivisé en ces différentes structures. Chez le poisson
zebre, le géne iro7 et le géne a homéodomaine vhnfl sont exprimés dans des domaines
distincts mais complémentaires dans la plaque neurale (Lecaudey et al., 2004). Ces deux
génes peuvent s’inhiber mutuellement. En conséquence, I’expression postérieure d’iro7 limite
la progression vers la partie antérieure de vhnfl et I’expression antérieure de vhnfl limite
I’expression de iro7 vers la partie postérieure. De cette fagcon, ces deux génes permettent de
positionner la future limite entre les rhombomeres 4 et 5 du rhombencéphale (Hernandez et
al., 2004; Lecaudey et al., 2004; Wiellette and Sive, 2003). La perte de fonction de iro7
conduit a une expansion du rhombomere 5 au dépend du rhombomeére 4. Dans le mutant pour
vhnfl, le rhombomere 5 acquiert une identit¢ rhombomere 4. vhnfl est requis pour la
régionalisation des rhombomeres 5 et 6 par I’activation de valentino/kreissler (val) qui active
I’expression de hox3 qui est nécessaire a la formation des rhombomeéres 5 et 6. De plus, vhnfl
inhibe I’expression de hoxbla qui est nécessaire pour I’identit¢é du rhombomere 4. Les
embryons mutants pour vhnfl et val présentent une absence des rhombomeres 5 et 6 qui sont
remplaces par un rhombomeére 4 ectopique di a une mauvaise combinaison d’expression des
genes hox (absence de répression de hoxbla et d’activation de hox3). (Hernandez et al., 2004;
Moens et al., 1996; Prince et al., 1998; Wiellette and Sive, 2003) (Figure 3).
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Fig. 3: (A-B) Modele représentant la fonction de valentino dans la segmentation du rhombencéphale. Valentino
est requis pour la formation des rhombomeéres 5 et 6. Dans un mutant pour valentino, les rhombomeéres 5 et 6 ne
sont pas spécifiés et un segment sans identité est formé a la place. (C) Représentation de I’expression des génes
hox dans un embryon sauvage et dans le mutant pour valentino. Dans un mutant, la modification de combinaison
d’expression des genes hox induit la transformation du r6 en r7. (D) Modéle pour la cascade de régulation
conduisant vhnfl et valentino a diriger I’identité des rhomboméres 5 et 6. (Bae et al., 2005; Hernandez et al.,
2004; Moens et al., 1996; Prince et al., 1998).

Le gene spg, facteur de transcription de la famille POU (Oct4 chez la souris), joue
également un réle primordial dans la formation du rhombencéphale. Le mutant pour spg
présente de graves défauts de segmentation du rhombencéphale qui ont pour conséquence de
rendre impossible la distinction entre les différents rhombomeéres (Belting et al., 2001;
Hauptmann et al., 2002). En effet, dans ce mutant les frontieres entre les rhombomeres sont
mal positionnées ou absentes, ce qui affecte la variété et I’identité des neurones formeés. Ce
phénotype est corrélé a des défauts d’expression de génes impliqués dans la régionalisation du
rhombencéphale. En effet, I’expression de génes comme krox20, ephA4, val, hoxa2, hoxb2,
hoxb3 et hoxb4, qui sont nécessaires pour positionner correctement les frontieres entre les

différents rhombomeres, est trés fortement affectée (Hauptmann et al., 2002). Ce résultat




montre que spg contréle la segmentation du rhombencéphale par la régulation de I’expression
de genes impliqués dans la mise en place des frontiéres et notamment les génes hox.

Un autre exemple met en évidence I’importance de la régionalisation de la plaque
neurale dans la segmentation du rhombomcéphale. Il a été montré que certains défauts de
formation du rhombencéphale observés dans le mutant spg étaient corrélés a une absence de
MHB (Midbrain Hindbrain Boundary) (Belting et al., 2001; Burgess et al., 2002). La MHB
est une zone a la frontiere entre le mésencéphale et le télencéphale ou les cellules sont
maintenues a I’état de progéniteurs neuraux et ne peuvent pas se différencier (Rhinn and
Brand, 2001; Wurst and Bally-Cuif, 2001). Chez le poisson zebre, ce centre organisateur
exprime de nombreux facteurs de transcription de la famille de otx, gbx, eng et pax ainsi que
des ligands comme fgf8 et wntl (Rhinn and Brand, 2001; Wurst and Bally-Cuif, 2001).
L’absence de MHB dans les mutants ace (fgf8), noi (pax2.1) et spg (pou5fl) entraine des
défauts importants de régionalisation du cerveau. Il semblerait que fgf8 régule I’expression de
pax2.1 par I’intermédiaire de spg ce qui rendrait les cellules de la MHB compétentes pour
répondre a la voie de signalisation FGF. Ces observations peuvent expliquer pourquoi les
mutants ace, noi et spg ont un phénotype similaire qui est caractérisé par I’absence de MHB et
une désorganisation du cerveau. Ces exemples montrent de quelle maniére les facteurs de

prépattern influencent la régionalisation du systéme nerveux central.

c) Les génes de prépattern et la neurogenese.

La régionalisation de la plague neurale aboutit a I’expression de différentes
combinaisons de facteurs de transcription qui permettent la formation de structures
différentes. Ces facteurs de transcription ont également pour but de définir les zones
compétentes pour former des neurones et sont aussi appelés genes de prépattern. De
nombreux facteurs de prépattern sont exprimés dans la plaque neurale et ont la capacité de
promouvoir la neurogenése ou bien de la réprimer dans I’ectoderme neural. Par exemple, il a
été montré chez le poisson zebre que I'un des mécanismes permettant d’inhiber la
neurogenese est contrélé par I’activité des genes de la famille hairy and enhancer of split
(her). L’expression des genes her3 et her9 est contr6lée par la voie de signalisation BMP. La
perte d’expression de certaines protéines BMP, dans les mutants snh et swr, a pour effet
d’étendre I’expression de her3 et her9 au dépend des zones de neurogenese (Bae et al., 2005).

De plus, le mutant swr présente des défauts de développement des neurones sensoriels (Barth



et al., 1999). Ce résultat indique que I’expression des BMP régule directement ou
indirectement I’information de position contr6lant la mise en place des domaines de
neurogenese. Dans la plaque neurale, les genes her3 et her9 sont exprimés entre les trois
bandes longitudinales de neurogenése et entre les domaines présomptifs des futurs
mésencéphale et rhombencéphale (Bae et al., 2005) (Figure 4). La perte de fonction de her3
et her9 entraine une neurogenéese massive dans toute la plaque neurale. Deux autres genes de
la famille her, her5 et herll, sont exprimés dans un territoire ou la neurogenese est absente.
Ces génes sont exprimés au niveau de la MHB dans la plague neurale. Comme pour her3 et
her9, la perte de fonction de her5 et herll entraine une neurogenése ectopique dans la MHB
(Geling et al., 2003; Geling et al., 2004; Ninkovic et al., 2005).
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Fig. 4: (A-C). Représentation schématique des domaines d’expression du facteur proneural ngnl (A), des génes
her4/15 (B) dans les domaines proneuraux et her3(orange)/her9(orange+jaune) entre les domaines proneuraux
(C) dans la plaque neurale de poisson zebre a 10 hfp. (D-G) her3 et her9 sont requis pour la formation des
domaines inter-proneuraux indépendamment de Notch. Expression de ngnl dans un embryon sauvage (D), dans
un embryon sauvage injecté avec un morpholino her3/9 (E), dans mutant mib (F), dans mutant mib injecté avec
morpholino her3/9 (G). L’expression de ngnl s’étend aux domaines inter-proneuraux lors d’une perte de
fonction de her3 et her 9 (E) et devient ubiquitaire si cette perte de fonction a lieu dans un mutant mib (G). RB :
neurones sensoriels de Rohon-Beard ; pi : interneurones ; pm : motoneurones. (Bae et al., 2005).

La plague neurale antérieure exprime une combinaison de facteurs de transcription
répresseurs (XBF1, Xrx1, Xanfl et Zic2) qui empéche la neurogenese dans ce domaine
(Bally-Cuif and Hammerschmidt, 2003). De méme dans la plaque neurale postérieure, entre
les trois bandes longitudinales de neurogenése, I’expression des facteurs Zic2, 1ro3 ou Xdbx

inhibe la différenciation neuronale. La perte d’expression d’un de ces facteurs entraine un
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élargissement des domaines de neurogenése (Bellefroid et al., 1998; Brewster et al., 1998;
Gershon et al., 2000) (Figure 5).
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Fig. 5: Représentation schématique des zones de neurogenése (en gris) et d’inhibition de la neurogenése par les
facteurs de prépattern (en vert ou en jaune) dans la plaque neurale de poisson zébre et xénope en vue dorsale.
ANP : plaque neurale antérieure ; e, olf : télencéphale, épiphyse et placode olfactive ; MH : midbrain-hindrain
frontiére ; MN : motoneurones ; i : interneurones ; s : neurones sensoriels ; r4 : rhombomere 4 ; r2 rombomére 2 ;
vcce : cluster ventro-caudal ; tg : ganglions trijumeaux (Bally-Cuif and Hammerschmidt, 2003).

Certains autres genes de prépattern sont nécessaires pour permettre la neurogenese.
Par exemple, chez le poisson zebre, les genes iroquoisl (irol), iroquois? (iro7) et spiel-ohne-
grenzen (spg/pou2/pou5fl) sont nécessaires (et suffisants pour irol et iro7) pour rendre les
cellules compétentes a former des neurones (Itoh et al., 2002; Lecaudey et al., 2004; Reim and
Brand, 2002).

Il. Les génes proneuraux et la détermination neurale.

Malgré une complexité du systeme nerveux central et une diversité neuronale plus
importante, les vertébrés utilisent les mémes mécanismes moléculaires que la drosophile lors
de la neurogenése. Une part importante des données que nous possédons actuellement sur la

détermination et la spécification des neurones provient d’études basées sur des analyses
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génétiques chez la drosophile. Ces expériences ont conduit a I’identification d’une catégorie
particuliére de génes dont la perte de fonction entraine une absence de certains types de

neurones : ainsi, ces géenes ont été définis comme proneuraux.

1. Les deux familles de genes proneuraux : atonal et achaete-scute.

Les premiers génes proneuraux ont été caractérisés en 1979 par analyse génétique
d’une série de mutations réalisées chez la drosophile. Des souches de drosophiles mutantes
présentaient une absence d’un type de neurones sensoriels, les organes sensoriels externes
(Garcia-Bellido, 1979; Garcia-Bellido and Santamaria, 1978). Ce phénotype est di a des
mutations dans le locus achaete-scute (ac-sc). Les quatre génes du complexe ac-sc ont été
isolés en 1988 et codent pour des facteurs de transcription a domaine bHLH (basic Helix-
Loop-Helix) (Ghysen and Dambly-Chaudiere, 1988). Par homologie de séquence avec le
domaine bHLH des génes du complexe ac-sc, un autre géne proneural de drosophile a été
identifié en 1993, atonal (ato) (Jarman et al., 1993; Jarman et al., 1994). La perte de fonction
de ato entraine I’absence d’autres catégories de neurones sensoriels, les organes
chordotonaux, dans le systeme nerveux periphérique et les photorécepteurs dans la rétine de
drosophile (Jarman et al., 1995). Des expériences de gain de fonction ont mis en évidence que
la surexpression d’un facteur proneural permet de former des neurones ectopiques. Ces
expériences ont permis de définir les facteurs proneuraux comme nécessaires et suffisants a la

formation des neurones (Bertrand et al., 2002; Rodriguez et al., 1990) (Figure 6).

Drosophila
Wikd typs Loss of function Gan of function
Vertebrates
Wild typs Loss of function Gain of function

Jojolololo % 0

Fig. 6: Représentation schématique d’expériences de gain et perte de fonction de facteurs proneuraux mettant en
évidence qu’ils sont nécessaires et suffisants pour la neurogenése. Chez la drosophile, la perte de fonction
conduit a la perte d’organes sensoriels alors que le gain de fonction permet la formation d’organes sensoriels
surnuméraires. Chez les vertébrés, la perte d’un facteur proneural conduit a une absence de neurones (vert) et a
une différenciation prématurée des progéniteurs en cellules gliales (bleues) alors que le gain de fonction entraine
une différenciation importante des progéniteurs en neurones et une absence de cellules gliales. (Bertrand et al.,
2002)
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Pour activer la transcription, les facteurs proneuraux s’hétérodimérisent avec d’autres facteurs

bHLH ubiquitaires appelés E-protéines. Les domaines bHLH de ac-sc et ato ont 70%

d’homologie, cette Iégere différence de composition en acides aminés a permis de définir

deux grandes familles de génes proneuraux (Figure 7).
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Fig. 7: (A) Dendrogramme sur la séquence des domaines bHLH des facteurs proneuraux chez les invertébrés
(bleue) et les vertébrés (rouge). Les protéines ont été classées par famille en fonction du degré de similarité dans
le domaine bHLH. (B) Séquence protéique du domaine bHLH du gene Ngn2 de souris. Le code couleur indique
la conservation de I’acide aminé entre les différentes familles de facteurs proneuraux et I’astérisque les acides
aminés en contact avec I’ADN. (Bertrand et al., 2002).

Ces deux familles sont conservées chez les vertébrés ou tout comme chez la drosophile, la

perte de fonction de certains homologues des genes ac-sc ou ato entraine la perte de différents

sous-types neuronaux (Bertrand et al., 2002; Campos-Ortega, 1998). Chez le poisson zébre,

les homologues
1994; Blader et

de ac-sc et ato sont respectivement asclla/b et ngnl (Allende and Weinberg,
al., 1997). La perte de fonction de ngnl entraine une perte des neurones
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sensoriels de Rohon-Beard et des ganglions trijumeaux. Le mutant pour asclla est caractérisé
par une absence des neurones de I’adénohypophyse (Andermann et al., 2002; Cornell and
Eisen, 2002; Pogoda et al., 2006).

Apreés la régionalisation de la plaque neurale, les génes de prépattern definissent les
zones de neurogenése primaire chez le poisson zébre. Ces domaines de neurogenése sont
caractérisés par I’expression de ngnl (Blader et al., 1997). On peut observer dans la partie la
plus antérieure de I’embryon, une population de cellules qui donneront naissance au
télencéphale et aux placodes olfactives. Dans la partie postérieure, les trois bandes
longitudinales correspondent aux neurones sensoriels, interneurones et motoneurones (Blader
etal., 1997; Haddon et al., 1998) (Figure 8).

B C D

Fig. 8: (A-D) Expression de ngnl dans I’embryon de poisson zebre a 12 hpf. Vue dorsale, partie antérieure en
haut. (A) Vue de la plaque neurale antérieure. tg : ganglions trijumeaux ; r4 : rhombomeére 4 ; t,olf : télencéphale,
olfactory placode. (B) Vue de la partie intermédiaire de la plaque neurale. mn: motoneurones. (C) Vue de la
partie postérieure de la plaque neurale. i : interneurones (D) Vue du bourgeon de queue. rb : neurones sensoriels
de Rohon-Beard. (Blader et al., 1997). La téte de fléche noire représente les neurones sensoriels de rb et la fléche
noire le bourgeon de queue.

2. Ladétermination neurale et I’inhibition latérale.

a) Chez la drosophile.

Les progéniteurs neuraux sont organisés en groupe de cellules compétentes a se
différencier en neurones sous I’activité des genes proneuraux. Ce groupe de cellules est
appelé cluster proneural (Romani et al., 1987; Simpson and Carteret, 1990). Dans un cluster
proneural, une cellule de I’épithélium va étre choisie pour se différencier en neurone alors que

les autres cellules vont acquérir un destin épidermique (Figure 9A).
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Fig. 9: Représentation schématique d’un cluster proneural et du choix entre destin neuronal et destin
épidermique pour les cellules épithéliales dans un embryon sauvage (A) et mutant pour la voie Delta/Notch (B).
Dans un embryon sauvage une cellule est sélectionnée par la voie Notch pour se différencier en neurone (A)
alors que dans un mutant pour Notch, toutes les cellules du cluster vont étre choisies pour se différencier en
neurones (B).

Alors que toutes les cellules du cluster proneural expriment les genes proneuraux, une seule
va se différencier en neurone (Cubas et al., 1991). Cette observation suggére qu’un
mécanisme permet de limiter I’expression des génes proneuraux dans les cellules qui ne sont
pas choisies pour qu’elles ne se différencient pas en neurones.

Des cribles génétiques ont permis d’identifier des mutants pour certains genes qui
présentent un phénotype neurogénique ; a savoir que toutes les cellules du cluster proneural se
différencient en neurones, et ce au dépens du destin épidermique (Figure 9B). Ceci a mis en
évidence le role de ces genes dans la sélection d’un seul progéniteur neural. Deux de ces
genes codent pour des protéines appelées Notch et Delta (Hartenstein and Posakony, 1990;
Parks and Muskavitch, 1993). Ces deux protéines sont impliquées dans une méme voie de
signalisation (Heitzler and Simpson, 1993). En effet, Delta est le ligand du récepteur
transmembranaire Notch (Fehon et al., 1990). Deux autres mutants, pour Enhancer-of-split
(E(spl)) et supressor of hairless (su(H)), ont un phénotype identique aux mutants Notch et
Delta suggérant qu’ils agissent dans la méme voie de signalisation (Lecourtois and
Schweisguth, 1995; Schweisguth, 1995). En effet, E(spl) et su(H) sont des effecteurs de
I’activité de Notch. L’identification de la voie de signalisation Notch et les conséquences de
sa perte d’activité a mis en évidence un mecanisme de selection d’un progéniteur neural

faisant intervenir une communication intercellulaire (Figure 10).
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Fig. 10: Représentation schématique de la voie Delta/Notch qui est mise en jeu afin de sélectionner un
progéniteur neural dans un cluster proneural lors de la détermination neurale. Les traits pleins représentent une
forte activation alors que les pointillés représentent une faible activation. Les différences dans le niveau
d’activation des différents acteurs de la voie Notch conduisent une cellule a se différencier en neurone tandis que
les autres adoptent un destin épidermique.

Dans un cluster proneural, toutes les cellules expriment un facteur proneural qui régule
positivement I’expression du géne delta (Kunisch et al., 1994). Les progéniteurs neuraux qui
expriment Delta vont activer la voie de signalisation Notch dans les cellules voisines. Cet
événement va induire le clivage de Notch et la translocation de la partie intracellulaire de
Notch (Notch™?) dans le noyau. Notch™® va permettre la transcription du géne E(spl) en
coopération avec Su(H) (Heitzler et al.,, 1996). Ainsi, E(spl) va réguler négativement
I’expression des facteurs proneuraux (Bailey and Posakony, 1995; Nakao and Campos-
Ortega, 1996). L’intégration du niveau d’expression de tous ces facteurs (proneural, Delta,
Notch™? et E(spl)) dans chaque cellule du cluster proneural va aboutir & la sélection d’un
progéniteur qui va se différencier en neurone alors que les autres cellules vont se différencier
en cellules épidermiques (Nakao and Campos-Ortega, 1996). Ce processus est contrdlé par
I’expression des genes proneuraux qui activent la voie Delta/Notch dans les cellules voisines.
Pour cette raison ce mécanisme a été appelé inhibition latérale.

L’inhibition latérale est une boucle de rétrocontréle negative initiée par I’expression
des facteurs proneuraux dans une cellule A qui se termine par une répression de I’expression

des geénes proneuraux dans une cellule B (Figure 10). Ce rétrocontrble négatif permet

16




d’établir des différences dans I’expression des facteurs proneuraux et de Delta entre des
cellules qui au départ font partie d’un groupe d’équivalence car la perte d’activité de Notch

leur permet de toutes se différencier en neurones (Figure 9).

b) Chez les vertébres.

Chez les vertébrés le développement du systeme nerveux central est différent de celui
de la drosophile ou une cellule de I’épithélium choisit entre le destin neuronal ou
épidermique. Dans un neuroéphitélium, les progéniteurs neuraux se différencient précocement
en neurones ou plus tardivement en neurones ou cellules gliales. Afin d’éviter une déplétion
prématurée du stock de progéniteurs, un équilibre est établi entre la prolifération et la
différenciation des progéniteurs neuraux. Comme chez la drosophile, tous les progéniteurs qui
expriment un facteur proneural ne se différencient pas immédiatement en neurones. Chez les
vertébreés, les neurones en cours de différenciation maintiennent les progéniteurs neuraux en
prolifération. Ce mécanisme est également contrdlé par la voie Delta/Notch (Bertrand et al.,
2002) (Figure 11).
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Fig. 11: Représentation schématique de la voie Delta/Notch qui est mise en jeu afin de sélectionner un
progéniteur neural dans un neuroépithélium lors de la détermination neurale chez les vertébrés. Le progéniteur
neural choisi va se différencier alors que les autres vont continuer a proliférer pour se différencier plus tard en
neurones ou cellules gliales (Kageyama et al., 2009).
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Chez le poisson zebre, les mutants pour deltaA, deltaC (beamter), deltaD (after eight)
et notchla (deadly seven) présentent un phénotype neurogénique. Néanmoins, ce phénotype
est modéré di a une redondance fonctionnelle entre les différents facteurs (Appel et al., 2001;
Gray et al., 2001; Holley et al., 2000; Julich et al., 2005). En revanche, le mutant mind bomb
(mib) présente un phénotype neurogénique tres important car I’activité de la voie Notch est
totalement abolie dans ce contexte (Bingham et al., 2003; Itoh et al., 2003). L’observation du
phénotype neurogénique de ces mutants indique que I’activité de la voie Notch dans le
contrdle de la détermination neurale est conservée de la drosophile aux vertébrés.

L activation de la voie Notch induit I’expression des genes hes-related protein (her)
(chez le poisson zébre) ou des hairy enhancer of split (hes) (chez la souris) qui sont
homologues de E(spl) de drosophile. Ces facteurs ont pour fonction de réprimer I’expression
de facteurs proneuraux et du ligand delta dépendamment du co-facteur de liaison a I’ADN,
CSL (CBF1/RBPJk/Su(H)/Lagl) qui interagit avec Notch™ (Ishibashi et al., 1995; Ishibashi
et al.,, 1994; Takke and Campos-Ortega, 1999; Takke et al., 1999). Les vertébrés ont de
nombreux homologues de E(spl). C’est pourquoi, les souris knock-out (KO) qui sont
inactivées pour Hesl/5 ou Hes1/3/5 ne présentent pas toujours de phénotype neurogénique
dans I’ensemble du cerveau (Hatakeyama et al., 2004; Imayoshi et al., 2008). Par exemple,
I’inactivation de Hesl/3/5 entraine une déplétion des progéniteurs neuraux et une
différenciation neuronale massive dans une grande majorité du systeme nerveux central mais
pas dans le télencéphale. Ce résultat suggere que soit I’activité de Notch n’est pas requise
dans ce domaine pour maintenir les progéniteurs en prolifération, soit que I’activité
redondante des genes Hes protége le télencéphale d’un phénotype neurogénique.
L’inactivation par KO conditionnel de RBPJk, I’homologue de souris de Su(H) de drosophile,
a permis de démontrer que I’activité de Notch était bien requise pour contréler I’équilibre
entre prolifération et différenciation des progéniteurs neuraux dans le telencéphale (Imayoshi
et al., 2010). Cette étude met en évidence la complexité du contrble de la différenciation

neuronale chez les vertébrés ou le timing de différenciation est régulé de maniere tres stricte.

c) L’expression des genes hes et ngn oscille dans les progéniteurs neuraux.

Durant la différenciation neuronale, les facteurs proneuraux régulent directement
I’expression des ligands transmembranaires Delta dans le neurone en cours de différenciation.

La liaison entre Delta et Notch induit la transcription des genes de la famille her/hes de
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maniére non autonome cellulaire. En retour, les protéines Hes/Her inhibent I’expression des
genes proneuraux dans les progéniteurs afin d’inhiber leur différenciation. La perte de
fonction des genes her/hes induit une différenciation neuronale prématurée car les
progéniteurs neuraux ne peuvent plus proliférer et surexpriment les facteurs proneuraux. En
revanche, la perte de fonction des facteurs proneuraux conduit & une absence de
différenciation neuronale. En conséquence, I’équilibre entre les niveaux d’expression des
facteurs proneuraux et des protéines Her/Hes régule la balance entre prolifération et
différenciation des progéniteurs (Kageyama et al., 2005; Kageyama et al., 2008a).

Des études récentes d’imagerie in vivo en temps réel ont montré que I’expression de
Hes1 oscille dans les progéniteurs neuraux avec une période de 2-3 h. De fagon surprenante,
I’expression de Ngn2 oscille aussi dans les progéniteurs neuraux mais en phase opposée aux
oscillations de Hesl. L’expression oscillatoire de Ngn2 est corrélée a une expression
oscillatoire de Deltal dans le progeniteur neural (Kobayashi et al., 2009; Shimojo et al.,
2008). Ces expériences ont été réalisées sur des cultures de progéniteurs neuraux dissociés
ingiquant que ces oscillations peuvent étre régulées de maniere autonome cellulaire. De plus,
ces résultats impliquent que contrairement au modele classique d’inhibition latérale, atteindre
un haut niveau de Ngn2 dans un progéniteur neural n’est pas suffisant pour conduire a la
différenciation neuronale (Kageyama et al., 2008b; Kageyama et al., 2009). Cette dynamique
d’expression oscillatoire est régulée en partie par Hesl qui est capable de réguler
négativement sa propre expression. Les oscillations de Ngn2 sont aussi régulées par Hesl. Il a
déja été montré que les protéines Hes/Her pouvaient lier directement les éléments régulateurs
des génes proneuraux pour inhiber leur expression (Chen et al., 1997; Hans et al., 2004).
Finalement, le maintien d’un haut niveau d’expression de Hesl dans les progéniteurs bloque
la différenciation neuronale, ce qui suggere que ces oscillations sont importantes pour
controler la balance entre prolifération et différenciation des neurones. Ce mécanisme
empéche de maintenir durablement un haut niveau de Ngn2 et un faible niveau de Hesl
nécessaire a la différenciation (Shimojo et al., 2008).

L’ensemble de ces données montre que les oscillations de Ngn2 et Hesl participent a
maintenir les progéniteurs neuraux en prolifération (Figure 12). Toutefois, les mécanismes
qui permettent I’activation autonome cellulaire de Hes1 restent inconnus. En effet, I’activation
de Hesl indépendamment de I’activité de Notch est inattendue et anti-dogmatique mais

nécessaire pour permettre les oscillations.

19



Ngn2

Hes1

B
-
&
:
4

Current Opnion in Ced Bology

Fig. 12: (A-B) Modele pour le role des oscillations de Hes et Ngn dans la différenciation neuronale. (A) Les
oscillation de I’expression de delta et ngn sont régulées par Hes qui peut également s’autoréguler négativement.
Les oscillations de I’expression de Ngn peuvent maintenir les progéniteurs neuraux en prolifération en activant la
voie Notch afin d’inhiber la différenciation des progéniteurs voisins. Ce mécanisme pourrait permettre de
maintenir un grand nombre de progéniteurs indifférenciés. (B) Pour autoriser la différenciation neuronale, le
niveau de Hes doit étre bas et le niveau de Ngn doit étre haut. Un faible niveau de Hes n’est pas suffisant si le
niveau de Ngn n’est par haut et un haut niveau de Ngn n’est pas suffisant si le niveau de Hes n’est pas bas.
(Kageyama et al., 2008b; Kageyama et al., 2009)

I11. La formation du neurone de Mauthner : un exemple de la régionalisation et de la
neurogenése dans le systeme nerveux central du poisson zébre.

Le neurone de Mauthner est formé dans un cluster median dans le domaine présomptif
du futur rhombomere 4 (Kimmel et al., 1991). Ce neurone est le premier neurone a étre post-
mitotique dans I’embryon de poisson zebre vers 7 hpf (heures post-fécondation) (Mendelson,
1986). De nombreux mutants sont connus pour présenter des défauts dans la formation du
neurone de Mauthner. Le mutant spg est dépourvu de ce neurone car I’identité des
rhombomeres est compromise (Burgess et al., 2002; Hauptmann et al., 2002). Par conséquent,
le rhombomere 4 n’est pas formé correctement et le neurone de Mauthner ne peut pas acquérir
son identité. J’ai précédemment décrit que la perte de fonction d’iro7 entrainait une perte du
rhombomere 4 au profit du rhombomere 5, ¢’est pourquoi dans ce contexte, le neurone de

Mauthner est également absent (Lecaudey et al., 2004). Finalement, le mutant qui présente
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I’exemple le plus évident du lien entre identité du rhombomere 4 et formation du neurone de
Mauthner est le mutant vhnfl. Dans ce mutant, ou les rhombomeres 5 et 6 sont remplacés par
un rhombomere 4, on peut observer la formation d’un neurone de Mauthner ectopique dans le
rhombomeére 4 ectopique (Hernandez et al., 2004; Wiellette and Sive, 2003) (Figure 13).
L’expression des génes hox est également responsable de I’identité des rhombomeres formés.
Par exemple, la surexpression hoxala, hoxbla ou hoxblb induit la transformation du
rhombomere 2 en rhombomere 4 et la formation de neurones de Mauthner ectopiques
(Alexandre et al., 1996; McClintock et al., 2001). La formation du neurone de Mauthner est
donc dépendante de la spécification correcte de I’identité rhombomere 4.

Fig. 13: Observation du neurone réticulo-spinal de Mauthner localisé de part et d’autre de I’axe médian dans des
embryons sauvages a 48 hpf (A). Dans un embryon mutant pour vhnfl, le rhombomeére 5 est transformé en
rhombomére 4 et on observe la présence de neurones de Mauthner ectopiques (fleches rouges) dans une position
postérieure aux neurones de Mauthner sauvages (fleches blanches) (B). (Wiellette and Sive, 2003)

Les facteurs de transcription nécessaires a la régionalisation du rhombencéphale sont
également directement impliqués dans la formation des neurones. La différenciation du
neurone de Mauthner est dépendante de I’activité de Ngnl car le mutant ngnl est dépourvu de
ce neurone (M.Gouzi and P.Blader, résultats non publiés). L activité de spg est requise pour
induire I’expression de ngnl (Reim and Brand, 2002). De méme, iro7 est nécessaire pour
activer I’expression de ngnl dans le territoire présomptif du rhombomére 4 (Lecaudey et al.,
2004). Par conséquent, la formation du neurone de Mauthner est aussi dépendante de
I’induction de I’expression de ngnl par les facteurs de pre-pattern comme spg et iro7.

Ces exemples montrent que les génes de prépattern contrélent la régionalisation de la
plaque neurale et I’expression des facteurs proneuraux, ce qui définit I’identité des neurones

formés dans le cerveau.
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La détermination du neurone de Mauthner est un exemple de détermination neurale,
similaire a celle observée dans les clusters proneuraux de drosophile. Les mutants deadly
seven (notchla) et mib ou la voie Notch est inactive présentent des neurones de Mauthner
surnuméraires (jusqu’a 10 contre 1 seul dans un embryon sauvage) (Bingham et al., 2003;
Jiang et al., 1996; Liu et al., 2003) (Figure 14). Ce résultat indique qu’un groupe de 10
progeniteurs neuraux (groupe de compeétence) est capable de se différencier en neurones de
Mauthner dans un embryon sauvage et que la voie Notch réduit cette capacité a une seule
cellule. C’est pourquoi la détermination du neurone de Mauthner est un paradigme trés
intéressant pour analyser les conséquences des variations d’activités des différents acteurs de

la voie Notch dans la différenciation neuronale chez les vertébrés.

Fig. 14: (A-D) Immunomarquage (3A10) contre le neurone de Mauthner dans des embryons sauvages (A, C) et
mutants pour la voie Notch (B,D). Les embryons mutants pour notchla (B) et mind bomb (ubiquitine ligase, D)
présentent un phénotype neurogénique avec de nombreux neurones de Mauthner ectopiques dans le rhombomere
4.

IV. Les mécanismes de controle de I’identité neuronale chez les vertébrés.

Le systeme nerveux central est caractérisé par une incroyable diversité neuronale qui
lui permet d’accomplir des fonctions nombreuses et complexes. L’un des événements les plus
importants lors de la neurogenése est de permettre a un neurone d’acquérir une identité qui lui
est propre. Le processus a I’origine de la diversité des sous-types neuronaux dans le CNS est
la spécification neuronale. Ce processus permet aux neurones d’acqueérir une identité propre
en activant un programme génétique spécifique qui régule I’expression d’un ensemble de
genes. Pour ce faire, plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés.

Un de ces mécanismes fait intervenir des voies de signalisation qui sont activées dans
I’axe dorso-ventral du tube neural selon des gradients d’expression. Ces protéines de
signalisation sont des morphogenes qui peuvent diffuser loin de la source d’origine. En

conséquence, plus les cellules sont proches de la source plus la concentration en morphogénes
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est forte et plus les cellules sont éloignées, plus la concentration est faible. Le gradient opposé
de deux morphogenes permet de régionaliser le tube neural et ainsi de créer différentes
combinaisons de facteurs de transcription. Ces combinaisons de facteurs correspondent
comme dans la plague neurale & une information de position et permettent aux neurones

d’acquérir une identité donnée a une localisation précise du tube neural.

1. La spécification neuronale dans la moelle épiniére par les morphogénes.

Dans la plague neurale postérieure, les neurones sensoriels sont localisés a I’extrémité
la plus latérale alors que les interneurones sont en position medio-latérale et les motoneurones
en partie médiane. Apres la neurulation et la formation du tube neural, les neurones sensoriels
sont localisés dorsalement alors que les motoneurones sont ventraux. A partir de cet instant
dans le tube neural, les progéniteurs neuraux sont soumis a un contrle de leur identité
dépendant de leur position dans I’axe dorso-ventral.

Les deux principales voies de signalisation impliquées dans la mise en place de cet axe
sont sonic-hedgehog (shh) et BMP. Shh a une activité ventralisante alors que BMP a une

activité dorsalisante.

a) La régionalisation ventrale par Shh.

shh est produit par des structures localisées ventralement par rapport au tube neural, la
notochorde et la plaque du plancher. La voie de signalisation shh met en jeu : shh qui est le
ligand, patched (ptch) qui est le récepteur et smoothened (smo) qui est une protéine
transmembranaire. En I’absence de la liaison ligand/récepteur, Ptch inhibe I’activité de Smo
qui ne peut pas activer les facteurs de transcription Gli qui permettent la transmission du
signal. En revanche, lorsque Shh et Ptch interagissent, Smo induit I’activation et la
relocalisation de Glil et Gli3 dans le noyau afin de transmettre le signal. La protéine shh est
un morphogéne qui va permettre de définir un gradient de concentration ventro-dorsal. En
fonction de cette concentration différents types de progéeniteurs neuraux vont étre définis : les
motoneurones aux concentrations les plus importantes et les interneurones ventraux a des
concentrations plus faibles (Briscoe, 2009; Dessaud et al., 2008; Lupo et al., 2006) (Figure
15A).
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Fig. 15: (A-B) Représentation schématique de I’action de sonic-hedgehog (shh) dans le contrdle de I’identité des
neurones ventraux de la moelle épiniére chez les vertébrés. (A) La protéine Shh est produite a partir de la
notochorde et la « floor plate » au niveau ventral de la ligne médiane du tube neural. Un gradient du morphogene
Shh est établi et contr6le I’identité des neurones ventraux. (B) Le gradient de concentration de Shh définit une
combinaison de facteurs de transcription qui controle I’identité neuronale dans I’axe ventro-dorsal. (Briscoe,
2009; Jacob and Briscoe, 2003).

Chez la souris, la perte de fonction de shh induit une perte des motoneurones MN et des
interneurones V2 et V3 (Litingtung and Chiang, 2000). De plus, la surexpression de Smo
constitutivement actif chez la souris entraine I’apparition de marqueurs ventraux dans la partie
dorsale de la moelle épiniere (Hynes et al., 2000). Le gradient d’activation de shh est corrélé
a I’expression de différents facteurs dans I’axe ventro-dorsal qui sont associés a différents
sous-types de progéniteurs neuraux. Chaque type de progéniteur exprime une combinaison
particuliére de facteurs de transcription (Figure 15B). Par exemple, trois types de progéniteurs
des interneurones expriment différents facteurs de transcription pO0 (Dbx1, Dbx2, Irx3 et
Pax6), pl (Dbx2, Irx3 et Pax6), p2 (Nkx6.1, Irx3 et Pax6) alors que les progéniteurs des
motoneurones pMN (Nkx6.1, Pax6 et Olig2) et interneurones p3 (Nkx6.1, Nkx2.2) expriment
encore une autre combinatoire (Briscoe et al., 2000; Ericson et al., 1997a; Ericson et al.,
1997b; Jacob and Briscoe, 2003).
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Chez le poisson zebre, la perte d’activité de shh dans le mutant smoothened (smu) est
aussi corrélée a une perte des motoneurones dans la moelle épiniére ventrale (Varga et al.,
2001). Ce phénotype est probablement di au fait que Shh induit I’expression d’olig2 dans les
progéniteurs neuraux ventraux (Park et al., 2002). La surexpression de shh a pour effet
d’étendre les domaines d’expression de nkx2.9, nkx6.1 et nkx6.2 dorsalement alors que la
perte de fonction conduit a une absence d’expression de ces facteurs. De plus, la
surexpression de shh réprime I’expression de pax3, pax7 et pax6a dans la partie dorsale du
tube neurale. Ces résultats indiquent que shh a la capacité d’activer I’expression des genes nkx
et de réprimer I’expression des genes pax afin de définir les frontiéres entre les différents
types de progéniteurs neuraux. (Guner and Karlstrom, 2007).

Les progéniteurs neuraux expriment une combinatoire différente de facteurs de
transcription en fonction de leurs positions dans I’axe dorso-ventral de la moelle épiniere.
Cette combinatoire est une information de position pour le progéniteur neural (Briscoe, 2009;
Liu and Niswander, 2005; Lupo et al., 2006). Au cours du temps, différents types de cellules
sont produits dans la moelle épiniére a partir des progéniteurs neuraux. Tout d’abord, les
neurones puis les cellules gliales (oligodentrocytes puis astrocyte) (Jessell, 2000). Cette
logique est controlée par I’expression différentielle au cours du temps de facteurs de
transcription. Par exemple, dans la moelle épiniére, I’expression du géne nkx2.2 permet de
définir le domaine le plus ventral ou seront généres les interneurones V3. Plus en dorsal,
I’expression de pax6 définit un autre territoire ou seront générés les autres interneurones VO,
V1, V2 et les motoneurones MN alors qu’en ventral, I’expression d’olig2 permet la
spécification des motoneurones MN (Figure 15, 16 et 17). Ces facteurs sont impliqués dans la
spécification du sous-type neuronal forme. La perte d’expression de pax6 conduit a une perte
des neurones dans le domaine d’expression de pax6 et a une différenciation prématurée des
oligodendrocytes et astrocytes. Cela indique que I’activité de pax6 permet de favoriser la
neurogenese au dépend de la formation des cellules gliales. De la méme maniere, la perte
d’expression d’olig2 conduit a I’absence des motoneurones MN puis des oligodentrocytes
dans la moelle épiniére, spécifiquement dans le domaine ou était exprimé olig2. Les
motoneurones ne sont pas remplacés par un autre type neuronal suggérant que d’autres
facteurs, nécessaires a I’acquisition d’une identité plus dorsale (V2) ou plus ventrale (V3), ne
sont pas exprimés dans le domaine d’expression d’olig2 (Guillemot, 2007; Novitch et al.,
2001; Sugimori et al., 2007). Afin d’établir des frontieres entre les différents sous-domaines
de la moelle épiniere, les facteurs de transcription peuvent se réprimer. Par exemple, nkx2.2 et

olig2 qui sont spécifiques des domaines V3 et MN respectivement peuvent se réprimer I’un et
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I’autre. Cela permet de créer une frontiére uniforme entre les domaines V3 et MN et de
ségréger les deux populations neuronales (Briscoe, 2009; Briscoe et al., 2000; Novitch et al.,
2001) (Figure 15, 16 et 17). Cet exemple de régionalisation de la moelle épiniére ventrale met
en évidence I’importance de la combinatoire des facteurs de transcription dans la spécification

neuronale.

b) La régionalisation dorsale par BMP.

Alors que la spécification des neurones les plus ventraux nécessite I’activité de Shh
qui est secrété par la plaque du plancher, la spécification des neurones les plus dorsaux

requiert I’activité des proteines BMP qui sont secrétées par la plaque du toit (Figure 16).

Flaor plsts

Fig. 16: Alors que Shh qui est exprimé a partie de la « floor plate » défini I’identité ventrale des neurones, un
autre morphogéne, BMP est exprimé a partir de la «roof plate » et contr6le I’identité dorsale des neurones. Le
gradient de BMP définit également une combinaison de facteurs de transcription nécessaires a I’établissement de
I’identité dorsale des neurones formés. BMP peut activer des facteurs de transcription dans la partie dorsale
(pax3/7) et réprimer ceux impliqués dans I’identité ventrale (pax6). De cette maniére, les frontiéres dorso-
ventrales sont correctement positionnées. (Liu and Niswander, 2005)

Le ligand BMP a besoin de se fixer aux récepteurs BMPR de type | et Il. Le récepteur de type
| posséde une activité sérine-thréonine kinase qui va permettre sa phosphorylation. Le
récepteur phosphorylé va entrainer, par phosphorylation, I’activation des effecteurs de la voie

qui sont les facteurs de transcription Smad. Smadl, Smad5 ou Smad8 vont ainsi pouvoir
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interagir avec le cofacteur Smad4 et étre transporté dans le noyau pour transmettre le signal
(Liu and Niswander, 2005). L’ ablation de la plague du toit qui est la source de sécrétion de
BMP entraine une perte des neurones les plus dorsaux et une expansion des neurones localisés
plus ventralement (Lee et al., 2000). De méme, I’ajout d’antagonistes de I’activité des BMP
au niveau de la plaque du toit bloque la spécification des neurones localisés le plus
dorsalement (Liem et al., 1997). En revanche, la surexpression d’un récepteur BMP (BMPR)
constitutivement activé a montré qu’en fonction de I’activité de la voie, les neurones formés
sont différents (Timmer et al., 2002). Par exemple, une activation importante de la voie induit
la production des neurones les plus dorsaux dI1 (progéniteur Cath1+) alors qu’une activation
modérée de la voie permet la formation des neurones dI2 (progéniteur Ngnl/2+). Ces
expériences indiquent que I’activité de la voie BMP est nécessaire pour contrdler I’identité
dorsale des progéniteurs neuraux dans la moelle épiniére.

J’ai mentionné précédemment que la perte d’activité de BMP dans le mutant swr chez
le poisson zébre entrainait des défauts de formation des neurones sensoriels de Rohon-Beard.
Dans ce cas, les interneurones ont une expansion dorsale de leur domaine au depend des
neurones sensoriels de Rohon-Beard. De plus, I’injection d’un antagoniste des BMP comme
Chordin entraine une perte d’activité de la voie qui est plus importante que dans le mutant
swr, ce qui a pour consequence de conduire & une disparition totale des neurones sensoriels de
Rohon-Beard mais également a une diminution des interneurones (Barth et al., 1999; Nguyen
et al., 2000). Ces résultats suggerent que les neurones sensoriels et les interneurones n’ont pas
besoin de recevoir la méme concentration de morphogenes BMP afin d’étre spécifiés. Une
concentration forte est nécessaire pour la spécification des neurones sensoriels de Rohon-
Beard alors qu’une concentration plus faible permet la spécification des interneurones.

En conclusion, il semble que la régionalisation du tube neural et la spécification des
neurones qui le composent nécessitent une activation dorsale de la voie BMP et une activation
ventrale de la voie Shh. De cette fagon, un gradient inverse d’activités des voies Shh et BMP
peut étre établi dans I’axe dorso-ventral de la moelle épiniere. Selon, sa position dans cet axe,
chaque cellule recoit une concentration différente de Shh et de BMP, ce qui entraine
I’expression d’une combinatoire différente de facteurs de transcription pour chaque
progéniteur neural (Figure 17). Cette combinatoire va étre responsable de I’identité que va

acquerir le progéniteur lors de sa differenciation.
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Fig. 17: Les gradients de Shh et BMP permettent de définir précisément des territoires dans I’axe dorso-ventral
de la moelle épiniére chez les vertébrés. Ces domaines sont caractérisés par le profil d’expression spécifique
d’une combinaison de facteurs de transcription. (Briscoe, 2009)
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2. Lacombinatoire des facteurs de transcription et la spécification des sous types
neuronaux de la rétine.

La rétine est composée de six types neuronaux et un type de cellule gliale. Chacun des
sous-types cellulaires de la rétine exprime une combinatoire différente de facteurs bHLH et a
homéodomaine (Figure 18). Dans ce systéeme, les facteurs de transcription a homéodomaine
et bHLH cooperent pour contréler I’identité neuronale (Hatakeyama and Kageyama, 2004;

Ohsawa and Kageyama, 2008).
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Fig. 18: (A-B) La rétine est composée de sept types de neurones qui sont générés séquentiellement sous la
dépendance d’une combinaison de deux types de facteurs de transcription a bHLH et a homéodomaine (B).
(Guillemot, 2007; Hatakeyama et al., 2004)

En plus de leurs activités proneurales dans les progéniteurs neuraux, certains facteurs bHLH
sont également exprimés dans les neurones différencies. Ceci suggere qu’ils peuvent étre
impliqués dans le contr6le de I’identit¢ neuronale. Par exemple, Ath5 est exprimé
spécifiqguement dans les cellules ganglionnaires. Des expériences de gain et perte de fonction
de Ath5 on montré qu’il est nécessaire et suffisant pour la formation des cellules
ganglionnaires (Kanekar et al., 1997; Kay et al., 2001; Wang et al., 2001). Cela indique que
I’activité spécifique de ce facteur est requise pour la différenciation de ces neurones. Il

semblerait que cette activité spécifique soit au moins en partie médiée par Brn3 qui est un
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facteur de transcription a homéodomaine de la famille POU et qui est une cible directe de
Ath5 (Liu et al., 2001).

Un autre exemple, Mashl (famille achaete-scute) et Math3 (famille atonal) sont
exprimés dans les cellules bipolaires différenciées, suggérant que ces facteurs sont impliqués
dans la spécification de ces neurones. De fait, les embryons mutants pour Mashl ont un
nombre réduit de cellules bipolaires alors que les doubles mutants pour Mashl et Math3
présentent une absence presque totale de ces neurones (Tomita et al., 2000). De maniere
surprenante, la surexpression de Mashl ou Math3 dans les progéniteurs neuraux de la rétine
induit une surproduction de photorécepteurs (cbnes et batonnets) et non pas de cellules
bipolaires (Hatakeyama et al., 2001). Ce résultat suggére que I’expression de Mashl ou
Math3 n’est pas suffisante pour induire le destin cellule bipolaire mais I’est pour le destin
photorécepteur. Ce résultat indique aussi que I’activité intrinseque de ces deux facteurs ne
contrble pas I’identité neuronale dans la rétine. Math3 peut induire le destin photorécepteur
alors qu’il n’est pas exprimé dans ces neurones de maniére endogéne (Figure 18). De plus,
cela suggére que I’activité requise pour le destin photorécepteur est une activité générale
partagée par Mashl et Math3. De maniére intéressante, le facteur de transcription a
homéodomaine Chx10 est également exprimé dans les cellules bipolaires suggérant la encore
que ce facteur est impliqué dans la différenciation de ces neurones. Effectivement, les
embryons mutants pour Chx10 présentent une absence totale de cellules bipolaires. Mais la
encore, la surexpression de Chx10 ne permet pas d’induire le destin cellule bipolaire,
indiquant une nouvelle fois que I’activité intrinséque de ce facteur n’est pas suffisante. En
revanche, la surexpression combinée de Mash1 ou Math3 avec Chx10 est capable d’induire la
formation de cellules bipolaires (Hatakeyama et al., 2001). Ce résultat suggeére que Mash1l et
Math3 ont une activité redondante dans la promotion du destin cellule bipolaire car la
surexpression de I’un ou I’autre en compagnie de Chx10 est suffisante pour la spécification
neuronale. 1l est possible que I’activité de Mashl et Math3 soit une activité proneurale qui
conduit a la différenciation et que I’activité de Chx10 soit responsable de la spécificité du
sous type neuronal qui est induit par I’expression de ces facteurs. Finalement, des expériences
de gain et perte de fonctions réalisées avec d’autres facteurs bHLH et a homéodomaine ont
permis de mettre en évidence que la combinatoire entre ces facteurs de transcription est un
mécanisme général de contrdle de I’identité neuronale dans la rétine.

Une étude réalisée chez la souris a I’aide de triple mutants pour différents facteurs
bHLH exprimés dans les progéniteurs rétinien a mis en évidence les activités qu’exercent ces

facteurs entre eux (Akagi et al., 2004). La génération de triple mutants était importante car
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dans les simples ou doubles mutants, la formation de certains sous types neuronaux comme
les photorécepteurs ou les cellules horizontales est peu ou pas affectée. Dans le cas d’un triple
mutant pour Mashl/Math3/NeuroD ou Ngn2/Math3/NeuroD, la formation des
photorécepteurs est trés affectée alors que leur nombre est comparable a un embryon sauvage
dans un triple mutant pour Mash1/Math3/Ngn2. Cela met en évidence le role de NeuroD dans
la spécification des photorécepteurs de la rétine. Cela indique aussi que dans ce contexte
génétique, Mashl et Ngn2 n’ont pas d’activités redondantes avec NeuroD pour la
spécification des photorécepteurs. En ce qui concerne la formation des cellules horizontales,
leur formation est trés affectée dans les triples mutants pour Ngn2/Math3/Mashl et
Ngn2/Math3/NeuroD alors qu’elle est normale dans un embryon mutant
Mash1/Math3/NeuroD. Ce résultat montre que Ngn2 est tres important pour la spécification
des cellules horizontales et que NeuroD et Mashl n’ont pas d’activités redondantes avec
Ngn2 pour la formation de ces neurones (Akagi et al., 2004). Cette étude montre que la
spécification des sous-types neuronaux de la rétine est contrélée par les activités redondantes
des facteurs bHLH. De plus, en fonction du type neuronal la redondance est différente car
certains facteurs proneuraux spécifiques sont nécessaires pour contrdler I’identité neuronale

dans la rétine.

3. La spécification neuronale par les génes proneuraux.

Une autre fagon qui permet de créer de la diversité neuronale est de réguler
I’expression des genes proneuraux. En effet, dans certaines régions du systéme nerveux, les
génes proneuraux de la famille atonal et achaete-scute ont des activités différentes qui
permettent d’induire des neurones ayant une identité particuliére. De plus, la perte de fonction
de ces facteurs entraine I’absence de sous-types neuronaux différents (Bertrand et al., 2002).
Cependant, les différences de phénotypes peuvent étre dues aux domaines d’expression des
génes qui sont différents.

a) Activités divergentes des facteurs proneuraux dans la spécification
neuronale.

Des expériences de gain de fonction ont apporteé de précieuses informations concernant

les divergences d’activités des genes proneuraux de la famille ac-sc et ato chez la drosophile.
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En effet, I’expression ectopique des facteurs proneuraux Scute et Atonal dans I’aile de
drosophile induit la formation de sous-types neuronaux différents, respectivement des organes
sensoriels externes et des organes chordotonaux. En remplacant le domaine bHLH de Scute
par celui d’Atonal et vice-versa, les auteurs ont montré que le domaine bHLH était
responsable de la capacité du facteur de transcription a induire la génése d’un type neuronal
particulier. En effet, la chimére portant le domaine bHLH de Atonal induit des organes
chordotonaux ectopiques et celle portant le domaine bHLH de Scute induit des organes
sensoriels externes ectopiques (Chien et al., 1996). Ce résultat met en évidence le fait que le
domaine bHLH est responsable de I’activité spécifique des facteurs de transcription Ac-sc ou
Ato. Le domaine bHLH posséde deux sous-domaines: un domaine HLH qui permet la
dimérisation avec d’autres facteurs de type bHLH et un domaine basique (b) qui permet au
dimere de lier les « E-Box » présentes sur I’ADN (Bertrand et al., 2002). Afin de découpler le
role du domaine basique et du domaine HLH dans la spécification neuronale, les auteurs ont
réalisé des protéines chimeres avec le domaine basique de Atonal et le domaine HLH de Scute
et vice-versa. Ces expeériences indiquent que chez la drosophile, le domaine basique est
responsable de I’activité spécifique des génes proneuraux et donc de la spécification
d’organes sensoriels différents (Chien et al., 1996).

Les génes de souris, Mash1 (Mouse achaete-scute homologl) et Ngn2 (Neurogenin2)
sont respectivement des homologues des génes du complexe ac-sc et ato de drosophile
(Bertrand et al., 2002). Ces deux genes sont exprimés dans le systeme nerveux central et
périphériqgue dans des domaines complémentaires et leurs activités proneurales sont
nécessaires a la formation de progéniteurs neuraux distincts (Guillemot, 1999). L’activité de
ces deux genes a été comparée par des d’expériences de «Knock-In » (remplacement genique)
(Parras et al., 2002). Le remplacement de la séquence codante de Mashl par celle de Ngn2 et
vice-versa a révélé que comme chez la drosophile, les activités des protéines de la famille ac-
sc et ato de souris sont différentes. Par exemple, dans les ganglions rachidiens, les neurones
sensoriels généres normalement par I’activité de Ngn2 ne sont pas sauvés par I’expression de
Mashl. De méme, dans le locus-coeruleus, en I’absence de Mashl les neurones
noradrénergiques de type Dbh ne sont pas sauveés par I’expression de Ngn2.

Les expériences d’expression ectopique chez la drosophile et de « Knock-In » chez la
souris indiquent que les genes de la famille ac-sc et ato ont une activité spécifique lors de la

spécification neuronale.

32



b) Contrdle de I’activité spécifique des facteurs proneuraux.

Les facteurs proneuraux régulent la transcription de genes cibles en liant I’ADN au
niveau d’un motif conservé appelé « E-Box » qui a pour séquence consensus CANNTG. Les
protéines proneurales des familles ac-sc et ato présentent une conservation de leur structure
(domaine bHLH) ainsi que de leur liaison a I’ADN (« E-Box »). Les expériences précédentes
suggerent que les facteurs de transcription de la famille ac-sc et ato régulent des cibles
spécifiques qui sont responsables de leur différence d’activité lors de la spécification
neuronale. Comment des facteurs dont la séquence de liaison & I’ADN est conservée (« E-
Box ») peuvent activer I’expression de génes cibles spécifiques ? Une hypothése est qu’un
cofacteur pourrait interagir avec la protéine proneurale pour créer une spécificité de liaison a
I’ADN (Bertrand et al., 2002; Powell and Jarman, 2008). L’analyse des séquences régulatrices
des genes cibles des facteurs proneuraux pourrait permettre d’identifier a proximité des « E-
Box », des sites de fixation pour des cofacteurs. Une autre hypothése, qui n’exclut pas la
premiére, est que les séquences des E-Box sont divergentes pour la fixation des membres de
la famille ato et ac-sc. Certaines études indiquent que la sequence de I’« E-Box » permet de
créer une spécificité de liaison a I’ADN (variation du N dans la sequence CANNTG) en
fonction du facteur proneural (Bertrand et al., 2002; Castro et al., 2006; Hans and Campos-
Ortega, 2002; Powell et al., 2008; Powell and Jarman, 2008).

Chez la drosophile, le géne delta, qui est le ligand du récepteur Notch, est une cible
directe des génes du complexe ac-sc (Haenlin et al., 1994; Hinz et al., 1994; Kunisch et al.,
1994). Chez les vertébrés, des études indiquent aussi que les génes delta sont des cibles
directes des facteurs proneuraux (Castro et al., 2006; Hans and Campos-Ortega, 2002; Henke
et al., 2009). En effet, le gene Deltal de souris et son homologue deltaD de poisson zebre
possedent deux séquences régulatrices HI (270pb) et HII (165pb) conservées respectivement a
80% et 84% (Beckers et al., 2000). Il a été montré que ces séquences conservées contiennent
toutes deux un couple de « E-Box ». Le couple de « E-Box » présent dans HI (DeltaN) et
celui présent dans HIlI (DeltaM) permettent respectivement une régulation spécifique et
directe par Ngn2 et Mashl du gene Deltal de souris ou par leurs homologues Ngnl
(Neurogeninl) et Asclla (Achaete-Scute complex likela) du géne deltaD de poisson zébre
(Beckers et al., 2000; Castro et al., 2006; Hans and Campos-Ortega, 2002) (Figure 19).
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B DeltaN (Ngn)
B DeltaM (Ascl1)

CATTTGGTTGGGAACAGATG CAGGTGCTGTCTGCATTACCATACAGCTG
4.0 2.0
: * | * 2>  Deltat
3.0 1.8

H—H > deltaD

Fig. 19: Représentation schématique des séquences régulatrices de deltaD et Deltal. Les CRM (Cis Regulatory
Module) conservés de DeltaN (Ngn, rose) et DeltaM (Ascl, vert) sont présentés avec la séquence des E-Box
(rouge) et du site POU (bleue) qui les composent. (Beckers et al., 2000; Castro et al., 2006; Hans and Campos-
Ortega, 2002).

La régulation de Deltal par les genes proneuraux de la famille ac-sc et ato a amene a étudier
son promoteur pour rechercher comment ces facteurs régulent son expression de maniére
specifique (Castro et al., 2006). Les auteurs ont identifié un site de fixation pour un facteur de
type POU (octamere) entre les deux « E-Box » permettant une régulation par Mashl (Figure
20). En réalisant des mutations ponctuelles dans les « E-Box » ou I’octamere, les auteurs ont
montré que ces trois sites sont nécessaires pour réguler Deltal par Mashl. Ces données ont
tout d’abord permis de définir un module de régulation consensus composé de deux « E-
Box » et un site POU puis de rechercher d’autres genes possédant ce module de régulation.
Ainsi, ils ont identifié 21 génes impliques dans différents processus tel que la différenciation,
le cycle cellulaire et la voie Delta/Notch (Castro et al., 2006). Ces résultats suggerent que
Mashl interagit avec un cofacteur de type POU pour activer un ensemble de génes impliqués
dans la neurogenése. Un autre exemple de coopération entre un facteur proneural et un
cofacteur est la spécification des motoneurones. Dans ce processus, Ngn2 peut interagir avec
un facteur a homéodomaine, LIM pour réguler I’expression de HB9 qui est exprimé durant la
spécification des motoneurones (Lee and Pfaff, 2003). Néanmoins, le cofacteur n’est pas
forcément responsable de la régulation spécifique par les proneuraux. Dans le cas de la
régulation de Deltal par Mashl, le facteur POU n’est pas responsable de la spécificité de
régulation par Mashl. En effet, avec la mutation des deux nucléotides centraux de I’E-Box
qui permet de passer d’une E-Box de type Mashl a une E-Box de type Ngn2 (GC->GA),

Ngn2 est capable d’induire I’expression de Deltal en coopération avec le facteur POU (Castro
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et al., 2006). Ce résultat suggére que la séquence de I’E-Box est primordiale dans la
régulation spécifique par les genes proneuraux de la famille ato et ac-sc. Toutefois, cela n’est
pas suffisant car la présence d’E-Box isolées dans le génome est trés fréquente et toutes ne
sont pas fonctionnelles, d’ou I’importance des cofacteurs qui peuvent permettre de contréler
la fixation des bHLH et I’activation de la transcription.

Récemment, des études ont cherché a identifier I’ensemble des cibles des facteurs
proneuraux par des approches génomiques globales (Gohlke et al., 2008; Mattar et al., 2004;
Seo et al., 2007). Une analyse du transcriptome de souris mutante pour Ngn2 et Mash1 dans le
télencéphale a permis d’identifier un ensemble de génes régulés spécifiquement par Ngn2 et
un ensemble régulé spécifiguement par Mashl (Gohlke et al., 2008). L’analyse des séquences
régulatrices de certains de ces genes pourrait permettre de comprendre comment ils sont
régulés spécifiqguement par I’une ou I’autre des deux familles de facteurs proneuraux. De
méme, I’identification de nombreuses cibles potentiellement directes de Ngnl chez le xénope
a permis de définir que Ngn1l régule préférentiellement ses genes cibles par I’intermédiaire de
« clusters » d’E-Box qui ont une séquence préférentielle (CAGATG). De plus, les auteurs ont
identifié a proximité de ces « clusters » d’E-Box des sites potentiels de fixation pour des
cofacteurs de la famille POU (Seo et al., 2007). Finalement, aprés avoir testé la fonctionnalité
de ces séquences régulatrices par transgénése, ils ont pu mettre en évidence que ces sequences
étaient suffisantes pour diriger I’expression d’un gene rapporteur dans le systeme nerveux
central du xénope. Néanmoins, lors de ces expériences, les auteurs n’ont pas formellement
montré la nécessité des E-Box ou des cofacteurs pour la régulation transcriptionnelle par
Ngnl. Cette étude suggere tout de méme que la présence de clusters d’E-Box consensus pour
Ngn1 pourrait étre un moyen de créer une specificité de régulation par Ngnl

La recherche de nouveaux genes cibles des facteurs proneuraux Ngnl et Asclla chez
le poisson zébre pourront permettre de comprendre leurs activités spécifiques. De plus,
I’identification de génes régulés spécifiquement par I’un ou I’autre des deux facteurs mettrait
en évidence leurs implications dans des processus biologiques différents et I’analyse des
séquences régulatrices pourrait permettre de comprendre les divergences d’activités entre les

facteurs proneuraux.
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V. ldentification de nouveaux genes cibles des facteurs proneuraux impliqués de la
spécification neuronale.

Une des problématiques essentielles lors de la neurogenése est de comprendre
comment des processus de spécification cellulaire sont coordonnés avec le processus de
différenciation neuronale. Une des hypotheses avancée est que ces deux processus sont
régulés par les facteurs proneuraux. Ces 15 dernieres années, de nombreuses études ont mis
en évidence un rdle pour les facteurs proneuraux dans la spécification neuronale. Malgré ces
évidences qui suggéraient que les proneuraux pouvaient controler de nombreux aspects de la
formation d’un neurone autre que la détermination neurale, aucun gene cible impliqué dans un
processus cellulaire tel que la migration, la guidance axonale ou bien la synthese de

neurotransmetteur n’avait été identifié jusqu’a récemment.

1. Ascll et Insm1 contrdlent la spécification des neurones monoaminergiques et la
synthese de sérotonine.

Le facteur de transcription a doigt de zinc insm1 a été décrit comme un géne cible des
facteurs proneuraux dans différents systemes (Breslin et al., 2007; Castro et al., 2006). Ce
facteur est exprimé dans les progéniteurs neuraux et a tout d’abord était impliqué dans le
controle de la prolifération/différenciation car il peut recruter des facteurs tels que CyclinD1
et les histones déacétylases (HDACS) et réprimer I’expression de facteurs de différenciation
comme neuroD (Liu et al., 2006; Zhang et al., 2009). Ainsi, il peut contrdler la sortie du cycle
cellulaire et la différenciation. Chez la souris, la perte de fonction d’insm1 par KO conduit a
une diminution du nombre de neurones différenciés dans le néocortex, probablement du a des
défauts de prolifération des progéniteurs. En revanche, sa surexpression entraine une
augmentation des divisions neurogeniques et du nombre de progéniteurs neuraux en
prolifération mais pas du nombre de neurones différenciés. De maniére intéressante, la
fonction d’insml est particuliére car ni son gain, ni sa perte de fonction n’entraine de
phénotype neurogénique (Farkas et al., 2008). Cette observation est cohérente avec le role
précedemment décrit de insm1 dans le contréle du cycle cellulaire ou Insml est requis pour
maintenir les cellules en prolifération afin d’amplifier le stock de progéniteurs neuraux et
inhiber la différenciation neuronale.

En addition a son rdle générique dans la différenciation neuronale et a son rdle dans le

contréle de la prolifération, Insm1 a récemment été impliqué dans la spécification neuronale
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des neurones monoaminergiques chez la souris (Jacob et al., 2009). Les neurones
monoaminergiques sont de deux types, sérotonergiques (sécrétant de la sérotonine) ou
noradrenergiques (sécrétant de la noradrénaline). Les neurones sérotonergiques sont localisés
dans le rhombencéphale ventral. L’expression d’insml est régulée directement par
Mash1/Ascll dans les progéniteurs des neurones monoaminergiques et est maintenue alors
gu’ils sont post-mitotiques. La perte de fonction d’insml dans les embryons KO est
responsable d’un défaut de spécification des neurones sérotonergiques. De maniere
intéressante, Insml est donc impliqué dans la spécification de ces neurones et plus
particulierement dans la synthése des neurotransmetteurs. Dans ce contexte, les progéniteurs
neuraux peuvent se différencier (expression d’Aadc) mais ne peuvent pas se spécifier et
exprimer la sérotonine comme I’indique I’absence d’expression de Petl qui est un marqueur
spécifique des neurones sérotonergiques. Effectivement, ces neurones sont incapables de
produire la sérotonine comme le montre I’absence d’expression de Tph2 (Tryptophan
hydroxylase 2) qui est une enzyme clé de la biosynthese de sérotonine. Ces défauts de
production de sérotonine mettent en évidence la fonction d’Insml dans la spécification
neuronale et I’expression d’un neurotransmetteur par la régulation de I’expression d’une

enzyme nécessaire a sa synthése (Jacob et al., 2009) (Figure 20).

AADC
Tph2

Insm1- anlh - @
Tph2

Fig. 20: Représentation schématique de I’effet des mutations insm1 et ascl11 (KI par ngn2) sur la différenciation
et la spécification des SHT neurones. En I’absence Insm1 ou Ascll, le progéniteur ne se différencie pas en
précurseur sérotonergique et forme finalement un neurone qui n’est pas complétement spécifié. L’activité
combinée d’Insm1 et Asclla est nécessaire a la spécification des neurones 5HT. Expression normal (blanc) ou
expression perdue (gris). Progéniteur neural (vert), neurones différenciés en précurseur serotonergique (bleue) et
5HT neurones (rouge). (Jacob et al., 2009)

WT

L’expression d’Insm1 est régulée par Ascll et est necessaire pour contréler I’identité
des neurones sérotonergiques. Afin de déterminer si cette capacité est spécifique a Ascll ou

bien si elle est partagée avec Ngn2, les auteurs ont utilisé une souris Knock-In (KI) (Parras et
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al., 2002). Dans ce KI, la séquence codante d’Ascll a été remplacée par celle de Ngn2. Ainsi,
Ngn2 est exprimé dans le territoire d’expression endogéne d’Ascll et la capacité de Ngn2 a
former des neurones sérotonergiques pourra étre testée. Dans ce KI, Ngn2 est capable de
sauver la neurogenése et I’expression d’Insml dans le rhombencéphale ventral ou sont
normalement formés les neurones sérotonergiques. Néanmoins, ces neurones qui sont
différenciés (expression d’Aadc), n’expriment pas de marqueurs de neurones sérotonergiques
(Tph2) suggeérant qu’Ascll et Ngn2 ont des capacites différentes dans la formation de ces
neurones qui sont indépendantes de I’activité de Insm1 (Figure 24). Ce résultat indique que
I’activité spécifique d’Ascll est nécessaire pour conduire les neurones sérotonergiques au
bout de leur spécification neuronale (Jacob et al., 2009).

Cette étude montre que les facteurs proneuraux de la famille ac-sc et ato ont des
activités divergentes dans la speécification neuronale. Dans le cas des neurones
sérotonergiques, il est clair que Ascll régule I’expression de genes cibles qui ne peuvent pas
étre actives par Ngn2 afin de permettre la production de sérotonine. Bien qu’étant nécessaire a
la production de sérotonine, Insm1 n’est pas le reflet de I’activité spécifique d’Ascll. Comme
le montre les expériences de KI, ce gene est une cible commune a Ascll et Ngn2. Chez le
poisson zébre, ce module de régulation par Asclla est également conservé dans le promoteur
d’insmla et insmlb et la perte de fonction de ngnl entraine une perte de I’expression

d’insmla et insm1b dans la plaque neurale (RM and PB données non publiées).

2. Ngn2 contrdle de la migration neuronale.

Les neurones migrent énormément a travers le systéme nerveux central mais les
facteurs qui permettent de coordonner la differenciation neuronale et la migration cellulaire
restent méconnus. Plusieurs études ont mis en évidence que les facteurs proneuraux pouvent
réguler la migration neuronale. Ngn2 a la capacité d’activer I’expression de Dcx
(Doublecortin est nécessaire a la polyméridsation des microtubules) par I’intermédiaire
d” « E-Box » alors gqu’ il inhibe I’activité d’une petite GTPase, RhoA (modulateur de I’activité
du cytoskelette d’actine) indépendamment de la liaison a I’ADN (Ge et al., 2006; Hand et al.,
2005). Ces études ont mis en évidence que Ngn2 peut réguler certains aspects de la migration
neuronale dépedamment et indépendamment de son activité transcriptionnelle. Plus
récemment, des expériences de gain et perte de fonction de Ngn2 ont permis I’identification

de Rnd2 comme geéne cible dans le cortex de la souris. Rnd2 est exprimé dans les neurones
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corticaux en migration et code pour une GTPase de la famille Rho qui peut réguler I’activité
du cytosquelette (Heng et al., 2008). Ngn2 est nécessaire et suffisant pour I’expression de
Rnd2 dans le cortex.

La perte de fonction de Rnd2 conduit a des défauts de migration radiale des neurones
corticaux mais également de morphologie. En effet, les neurones ou Rnd2 est inactivé
présentent frequemment une morphologie multipolaire au dépend d’une morphologie
uni/bipolaire au niveau des neurites. Ces résultats sont cohérents avec un réle de Rnd2 dans la
régulation du cytosquelette qui contrdle les capacités migratoires d’un neurone. Finalement,
I’inactivation spécifique de Ngn2 dans les neurones corticaux entraine une absence de
I’expression de Rnd2 et des défauts de migration. Lorsque cette inactivation spécifique de
Ngn2 est associée a une ré-expression exogene de Rnd2, spécifiguement dans les neurones
corticaux, cela est suffisant pour restaurer les capacités migratoires de ces neurones (Heng et
al., 2008). Ces données indiquent que I’effecteur principal de Ngn2, dans le contrdle de la
migration neuronale, est Rnd2.

Les expériences décrites précedemment ont montré que Ngn2 contr6le la migration
neuronale par I’intermédiaire de Rnd2. De plus, cette régulation est directe car Ngn2 peut lier
directement deux E-Box localisées en 3’ de la séquence codante de Rnd2. De maniére
intéressante, ces deux E-Box sont nécessaires et possédent le consensus précédemment décrit
pour Ngn2 (CAGATG) (Heng et al., 2008). Cela suggére que Rnd2 pourrait étre une cible
specifique de Ngn2. Effectivement, la surexpression d’Ascll n’induit pas la surexpression de
Rnd2.

Cette étude a permis d’identifier un géne cible régulé spécifiquement par une seule
famille de facteurs proneuraux et a mis en évidence qu’un facteur proneural pouvait réguler
des processus complexes (la morphologie et la migration cellulaire) par la régulation d’un seul
géne. Dans le futur I’identification de nouveaux genes spécifiquement régulés par les genes
proneuraux de la famille ato ou ac-sc devrait permettre de mieux comprendre leurs
différences d’activites dans la spécification neuronale. De plus, I’identification de ces genes
devrait mettre en évidence de nouveaux aspects de la spécification neuronale contrélés par les

facteurs proneuraux.
C’est avec I’objectif d’identifier des genes cibles spécifiques des facteurs proneuraux

et plus particulierement de Ngnl chez le poisson zeébre que j’ai débuté ma these.

L’identification de tels génes devrait me permettre d’une part de mieux comprendre la logique
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de régulation transcriptionnelle par Ngnl et d’autre part d’appréhender les divergences

d’activité de Ngnl et Asclla/b lors de la spécification neuronale.
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Résultats et discussion

I. Activités divergentes entre les genes proneuraux de la famille atonal et achaete-
scute chez le poisson zébre.

Les expeériences de gain de fonction chez la drosophile et de « Knock-In » chez la souris
ont montré que les genes proneuraux de la famille ac-sc et ato possédent des activités
divergentes (Chien et al., 1996; Parras et al., 2002). Comme chez la drosophile et la souris,
chez le poisson zebre il existe des différences entre les phénotypes mutants pour ngnl et
asclla (également appelé pia) (Golling et al., 2002; Pogoda et al., 2006). Les embryons
mutants pour ngnl présentent une absence des neurones sensoriels de Rohon-Beard dans la
dans la moelle épiniere et des ganglions trijumeaux alors que les embryons mutants pour
asclla perdent les neurones de I’adénohypophyse (Andermann et al., 2002; Cornell and Eisen,
2002; Pogoda et al., 2006). Ces résultats suggerent que les protéines proneurales Ngnl et
Asclla ont des activités divergentes dans la formation des sous-types neuronaux. Néanmoins,
il est toujours possible que ces différences de phénotype soient dues a des différences dans les
domaines d’expression des deux géenes. Dans le but de mettre en évidence des divergences
d’activité entre ngnl et asclla chez le poisson zébre, j’ai adopté une stratégie de

surexpression.

1. Etablissement et validation des lignées transgeniques inductibles par choc
thermique pour ngnl et asclla.

Afin de réaliser des expériences de surexpression, j’ai établi deux lignées transgéniques
qui permettent d’induire I’expression de ngnl ou asclla par choc thermique. Pour établir ces
lignées transgéniques, deux plasmides ont été construits : hsp70-4:ngnl et hsp70-4:asclla. lls
possedent le promoteur inductible par choc thermique de hsp70 en amont de la séquence
codante de ngnl ou asclla. Ces constructions plasmidiques ont eté injectées dans des
embryons sauvages. Apres trois mois, les embryons issus des pontes des poissons injectés ont
été analysés par PCR pour la présence du transgéne. Ainsi, j’ai pu identifier des couples
positifs pour la présence du transgéne dans la lignée germinale : quatre couples positifs pour
le transgéne hsp70-4:ngnl et deux couples positifs pour le transgéne hsp70-4:asclla. Par la
suite, j’ai Vvérifié I’induction de ngnl et asclla apres choc thermique. Pour ce faire, les

couples porteurs du transgene ont été croisés puis un choc thermique d’une heure a été réalisé
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a 21 heures-post-fécondation (hpf) avant de fixer les embryons a 24 hpf. Les embryons fixés
ont été analyseés par hybridation in situ afin de détecter I’expression du gene proneural
d’intérét. Deux couples sur les quatre positifs pour le transgéne hsp70-4:ngnl et les deux
couples positifs pour le transgene hsp70-4:asclla présentent une expression ubiquitaire du
transgene apres choc thermique. Ce résultat a également permis de déterminer le mosaicisme
d’insertion du transgene dans la lignée germinale pour les différents couples. Le mosaicisme
varie selon le stade d’intégration du transgéne dans le génome. Le mosaicisme est de 3 et 40%
pour les couples Tg(hsp70-4:ngnl) et de 10 et 52% pour les couples Tg(hsp70-4:asclla). Les
deux couples présentant le plus fort taux d’embryons transgéniques ont été utilisés afin
d’établir des lignées transgéniques stables hétérozygotes permettant de contréler I’expression

de ngn1l et asclla par choc thermique (Figure 21A-D).

Tag(hs:ngnt) Tg(hs:ascli1a)

Fig. 21: (A-D) Hybridation in situ contre ngnl (A,B) ou acslla (C,D) dans des embryons Tg(hs :ngnl) (A,B)
ou Tg(hs :asclla) a 24 hpf (C,D). Le nombre d’embryons marqués représente le mosaicisme pour chaque lignée
transgénique. Le choc thermique a été réalisé a 21 hpf durant 1h a 38.5°C.

Afin de tester les lignées transgéniques pour déterminer si I’ARN transcrit est traduit en
protéines fonctionnelles, j’ai étudié I’expression du géene deltaD aprés choc thermique. Il a
déja eté montré que le géne deltaD de poisson zebre est une cible directe de Ngnl et Asclla
(Hans and Campos-Ortega, 2002). Une hybridation in situ contre deltaD a été réalisée sur des
embryons Tg(hsp70-4:ngnl) et Tg(hsp70-4:asclla) apres choc thermique a 7 hpf et fixation
des embryons a 10 hpf. De maniere attendue, la surexpression de ngnl ou asclla aprés choc
thermique entraine I’activation de I’expression de deltaD dans tout I’embryon (Figure 22A-

C). Ce résultat signifie que I’effet d’une surexpression de ngnl ou asclla sur I’expression de
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deltaD est identique, mais surtout que les lignées transgéniques établies permettent aprés choc

thermique, I’expression de protéines Ngnl et Asclla fonctionnelles.

wt Tg(hs:ngnt) Tg{hs:asciia)

deitaD
10 hpf

A B C

Fig. 22: (A-C) Hybridation in situ contre deltaD dans des embryons sauvages (A), Tg(hs :ngnl) (B) ou
Tg(hs :asclla) (C) a 10 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. Vue dorsale de
I’embryon et I’antérieur est vers le haut.

2. Activités redondantes et divergentes des genes proneuraux ngnl et asclla chez le
poisson zébre.

Les lignées transgeniques établies permettent de deéfinir si les génes proneuraux de
poisson zebre présentent des divergences d’activité lors d’un gain de fonction comme cela est
le cas chez la drosophile et la souris (KI) (Chien et al., 1996; Parras et al., 2002). Pour
comparer I’activite de Ngnl et Asclla, un choc thermique a été réalisé a 7 hpf puis les
embryons ont été fixés a 10 et 24 hpf. Ensuite, une hybridation in situ avec la sonde huC qui
est un marqueur pan neural a été faite sur les embryons fixés. La surexpression de ngnl et
asclla, induit I’expression de HuC dans la plaque neurale a 10 hpf et dans le cerveau a 24hpf
(Figure 23A-F). De maniére intéressante, apres la surexpression de Ngnl, j’ai observé la
présence ectopique de neurones huC positifs dans I’ectoderme non neural a 24 hpf (Figure
23G-H). En revanche, aprés surexpression de asclla, la présence de neurones ectopiques huC
positifs n’est pas détectée (Figure 23l). Il a déja été décrit que la surexpression de ngnl induit
la formation ectopique de neurones sensoriels aprés injection de I’ARN codant pour Ngnl
(Blader et al., 1997).
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wt Talhs:ngnt) Tglhs:ascla)

10 hpf

hucC

24 hpf

Fig. 23: (A-l) Hybridation in situ contre huc dans des embryons sauvages (A,D,G), Tg(hs :ngnl) (B,E,H) ou
Tg(hs :asclla) (C, F, 1) a 10 hpf (A-C) ou 24 hpf (D-I). Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf (A-C) ou 21 hpf
(D-1) durant 1h a 38.5°C. (A-C) Vue dorsale de I’embryon et I’antérieur est vers le haut. (D-F) Vue dorsale du
cerveau est I’antérieur est a droite. (G-1) Vue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.

Afin de déterminer I’identité précise de ces neurones, j’ai utilisé une combinaison de
différents marqueurs neuronaux. Ainsi, j’ai pu mettre en évidence que ces neurones
ectopiques expriment isletl qui est un marqueur de neurones sensoriels et de motoneurones
(Figure 24A-B). Afin de discriminer ces deux types neuronaux, j’ai utilisé lim3 qui est un
marqueur de motoneurones et I’anticorps anti-HNKZ1 (zn-12) qui est un marqueur de neurones
sensoriels. Le résultat indique que les neurones ectopiques dans I’ectoderme non neural sont

des neurones sensoriels (Figure 24C-F).
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Fig. 24: Hybridation in situ (A-D) ou immunomarquage (E,F) contre isletl (A,B), lim3 (C,D) ou HNKZ1 (E,F)

dans des embryons sauvages (A,C,E) ou Tg(hs :ngnl) (B,D,F) a 24 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf
durant 1h a 38.5°C. (A-C). Vue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.
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De plus, les marqueurs isletl/HNK1 et isletl/huC colocalisent toujours parfaitement indiquant
que la surexpression de Ngnl n’induit la formation que d’un seul type de neurone ectopique
(Figure 25A-D). La comparaison de I’expression endogéene dans la moelle épiniere d’isletl et
HNK1 avec celle des neurones ectopiques suggére que ces neurones sont des neurones
sensoriels de Rohon-Beard (Figure 25A-C).
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Fig. 25: Double hybridation in situ et immunomarquage contre isletl/HNK1 (A-C), isletl/HuC (D), HNK1/GFP
(E-G) ou tIx3a/GFP (1) dans des embryons Tg(hs :ngnl) a 24 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant
1h & 38.5°C. Vue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.

Afin de tester, cette hypothése, nous avons utilisé une lignée transgénique (Tg(8.4ngnl:gfp))
qui exprime la gfp sous la dépendance du promoteur de ngnl (Blader et al., 2003). A 24hpf,
dans la moelle épiniere, cette lignée transgénique permet une trés forte expression de la gfp
dans les neurones sensoriels de Rohon-Beard. Les neurones ectopiques induits par Ngnl
expriment également la gfp et présentent une morphologie bi-polaire au niveau de leurs
projections axonales soutenant I’hypothése qu’ils sont des Rohon-Beard (Figure 25E-G).
Finalement, I’utilisation d’un marqueur spécifiqgue des neurones de Rohon-Beard, tlx3a
(Langenau et al., 2002), qui colocalise avec la GFP dans la lignée Tg(8.4ngnl:gfp) montre
que les neurones ectopiques spécifiquement induits par Ngnl dans I’ectoderme non neural

sont des neurones sensoriels de Rohon-Beard (Figure 251).
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L’ensemble de ces résultats indique que chez le poisson zébre les génes proneuraux de la
famille ac-sc et ato ont des activités communes et des activites différentes. Les deux familles
de facteurs proneuraux ont la capacité d’induire la surexpression de deltaD ou huC qui sont
des marqueurs généraux pour les progéniteux neuraux ou les neurones différenciés
respectivement. En revanche, seul Ngnl peut induire la formation de neurones sensoriels de
Rohon-Beard ectopiques dans I’ectoderme non neural. Ce résultat est intéressant car ces
neurones sensoriels sont spécifiguement perdus dans le mutant pour ngnl. Ces données
indiquent que ce n’est pas uniquement les différences dans le patron d’expression des facteurs
proneuraux qui sont responsables de leurs activités spécifiques dans la différentiation
neuronale. Ces divergences d’activité passe probablement par la régulation de cibles
différentes entre Ngnl et Asclla bien que certaines cibles comme deltaD et huC soit

communes aux deux familles.

3. Ngnl et Asclla ont des activités spécifiques qui permettent de contréler I’identité
des neurones.

Les expériences précédentes ont montré que Ngnl et Asclla ont des activités différentes
pour la formation de neurones sensoriels ectopiques. Néanmoins, il est possible que pour
d’autres types de neurones, leurs activités soit identiques. Nous avons donc testé la capacité
de Ngnl et Asclla a sauver les phénotypes mutants ngnl et asclla (Golling et al., 2002;
Pogoda et al., 2006).

Le phénotype qui caractérise le mutant pour ngnl est I’absence de Rohon-Beard dans la
moelle épiniere et de ganglions trijumeaux dans le cerveau (Figure 26A-B et 26D-E). Ces
deux types neuronaux sont différenciés a 10hpf car ils expriment des marqueurs de
différenciation neuronale comme HuC/D ou Isletl. Une surexpression de ngnl ou asclla a
7hpf pourrait permettre de sauver la formation de ces neurones. Comme attendu, la
surexpression de Ngnl a 7hpf permet a la fois de sauver la formation des neurones sensoriels
de Rohon-Beard et des ganglions trijumeaux (Figure 26A-1). En revanche, la surexpression

d’asclla n’a aucun effet sur la formation de ces deux structures.
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Fig. 26: (A-1) Hybridation in situ contre isletl dans des embryons sauvages (A,D,G), ngnl mutants (B,E,H) ou
Tg(hs :ngnl) (C,F,I) a 24 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. (A-C) Vue dorsale du
cerveau est I’antérieur est a droite. (D-1) Vue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.

En ce qui concerne le phénotype caractéristique du mutant pia/asclla, c’est une absence
d’adénohypophyse qui est révélée par un marqueur spécifique des neurones
adénohypophysaires, pitl (Figure 27A-B et (Golling et al., 2002; Pogoda et al., 2006)). La
surexpression d’Asclla ou Ngnl a 16 hpf pourrait permettre de sauver sa formation car a ce
stade les progéniteurs de [I’adénohypophyse expriment asclla (collaboration with
HM.Pogoda, Cologne). En effet, la surexpression d’Asclla permet de sauver la formation de
I’adénohypophyse. Dans ce cas, 84% des embryons mutants Tg(hs :asclla)/pia possédent une
adénohypophyse (n=199). En revanche, lors d’une surexpression de Ngnl, les embryons ne

présentent pas de marquage pitl, ce qui signifie que Ngnl ne peut pas sauver le phénotype
mutant pia.

pitt
24 hpf

Fig. 27: Hybridation in situ contre pitl dans des embryons sauvages (A) ou asclla mutant (B) a 24 hpf. Vue
dorsale du cerveau est I’antérieur est & droite.

Ces expériences de sauvetage de phénotypes mutants pour ngnl et asclla montrent que la
surexpression ubiquitaire de Ngnl ou Asclla au moment adéquat permet de sauver la

formation des neurones de Rohon-Beard/ganglions trijumeaux ou de I’adénohypophyse
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respectivement. En revanche, Ngnl ne peut pas sauver le phénotype du mutant asclla et vice-
versa. Les structures neuronales ainsi formeées ont un positionnement identique a celui observe
dans des embryons sauvages. Cette observation implique que d’autres facteurs nécessaires a
leurs formations sont exprimés indépendamment de Ngnl ou Asclla et sont impliqués dans le
positionnement du territoire présomptif de ces structures. Il est envisageable que ces facteurs
puissent agir sur la compétence a répondre aux différents genes proneuraux ou soit des

cofacteurs responsables de I’activité spécifique de Ngnl et Asclla.

4. Ngnl et Asclla ont des activités spécifiques pour la formation du neurone de
Mauthner.

Le neurone réticulo-spinal de Mauthner est le premier neurone a étre post-mitotique chez
le poisson zébre a 7hpf (Mendelson, 1986). Il est facilement identifiable & 36hpf dans le
rhombomeére 4 par immunomarquage grace a I’anticorps 3A10. Il a été décrit précédemment
dans I’équipe que le mutant pour ngnl présente, tout comme le mutant spiel-ohne-grenzen
(spg), une absence de neurones de Mauthner dans le rhombomeére 4 (Figure 28A-C, (Burgess

et al., 2002), M.Gouzi and P.Blader, données non publiées).
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Fig. 28: (A-C) Immunomarquage contre le neurone de Mauthner (3A10) dans des embryons sauvages (A), ngnl
mutants (B) ou spg mutants (C) a 36 hpf. Vue dorsale du cerveau est I’antérieur est a gauche. La téte de fléche
montre le neurone de Mauthner (A) ou son absence (B, C).

La mutation pour spg phénocopie le mutant ngnl car spg est un facteur de pré-pattern qui est
nécessaire pour I’expression précoce de ngnl (Reim and Brand, 2002). Nous avons utilisé ces
deux fonds génétiques mutants afin de comparer la capacité de Ngnl et Asclla a sauver le
neurone de Mauthner. La surexpression de Ngnl a 6hpf dans le mutant ngnl permet de sauver
le neurone de Mauthner dans 72% des cas (n=7) alors que la surexpression d’Asclla ne le
permet jamais (n=7). De méme, dans le mutant spg, Ngn1l peut également sauver efficacement
le neurone de Mauthner dans 84% des cas (n=6). Malgre le fait qu’Asclla ne puisse pas

sauver le neurone de Mauthner dans le mutant ngnl, il a la capacité de sauver le neurone de
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Mauthner dans le mutant spg. En effet, 27% des embryons Tg(hs :asclla)/spg possedent un
neurone de Mauthner dans le rhombomere 4 (n=15).

La comparaison de la capacité de Ngnl et Asclla a sauver le neurone de Mauthner dans
deux fonds génétiques mutants montre que leurs activités peuvent étre divergentes ou
redondantes en fonction du contexte. Dans ce cas, une hypothése envisageable est que dans le
mutant spg, contrairement au mutant ngnl, Asclla peut induire I’expression de ngnl et
conduire a la différenciation et la spécification du neurone de Mauthner. Dans ce cas, cela
signifie que la formation du neurone de Mauthner est finalement induite par Ngnl. Une
expérience soutient cette hypothése car dans un contexte sauvage, la surexpression de Ngnl
ou Asclla a 6 hpf peut dans certains cas induire la formation d’un neurone de Mauthner
ectopique dans le rhombomere 2. Cette observation est intéressante car elle montre qu’en
fonction du domaine ou est exprimé asclla, sa capacité a induire I’expression de Ngnl et a
conduire la différenciation neuronale est différente. Il peut le faire dans le rhombomeére 2 et 4
du cerveau mais en est incapable dans I’ectoderme non neural.

L’ensemble des expériences de surexpression et de sauvetage de différents sous-types
neuronaux par Ngnl et Asclla indique clairement que chez le poison zebre comme chez la
souris ou la drosophile, les genes proneuraux de la famille atonal et achaete-scute ont des
activités divergentes.

5. Identification de génes cibles spécifiques ou communs aux facteurs proneuraux.

Les différences d’activités des génes proneuraux peuvent étre liées soit aux capacités
intrinséques des facteurs de transcription a induire un groupe de genes cibles différents, soit
aux facteurs régulant la compétence a répondre a un facteur proneural en particulier ou aux
cofacteurs nécessaires a I’expression de leurs genes cibles. Dans le but de comprendre
I’activité spécifique de Ngnl dans la formation des neurones, nous avons cherché des genes
cibles potentiels de Ngn1 par comparaison de patrons d’expression a 10hpf. Nous avons ainsi
identifié 7 genes qui ont d’une part un patron d’expression similaire a Ngnl et d’autres part
sont exprimés ubiquitairement apres surexpression de Ngnl a 7 hpf (Figure 29A,D,G,J,M,P,S-
B,E,H,K,N,Q,T).
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Fig. 29: (A-U) Hybridation in situ contre coe2 (A-C), her4 (D-F), herl5 (G-I), nort (J-L), Ifng (M-O),
zath3/neuroD4 (P-R) ou cxcrdb (S-U) dans des embryons sauvages (A,D,G,J,M,P,S), Tg(hs:ngnl)
(B,E,H,K,N,Q,T) ou Tg(hs:asclla) (C,FIL,O,RU) a 10 hpf. (A’-T’) Double hybridation in situ et
immunomarquage contre coe2 (B’), her4 (E’), herl5 (H’), nort (K’), zath3/neuroD4 (Q’) ou cxcrdb (T’) et
Ngnl-Myc (9E10) dans des embryons injectés au stade une cellule avec hs :ngnl-myc. Le choc thermique a été
réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. Vue dorsale de I’embryon et I’antérieur est vers le haut.
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Il se trouve que 5 de ces génes sont aussi des cibles de Asclla (Figure 29C,F,l,L,O,R,U). De
maniere intéressante, ces 5 genes sont connus pour étre impliqués dans la régulation de
I’activité de la voie Notch (coe2, her4, herl5, nort et Ifng) (Dubois et al., 1998; Nikolaou et
al., 2009; Takke et al., 1999; Tsutsumi and Itoh, 2007) (Figure29C,F,I,L,O). Il est donc
possible que la surexpression de ces genes soit due au fait que Ngnl et Asclla induisent
I’expression de deltaA et deltaD. L’expression des ligands Delta pourrait induire I’activation
de la voie Notch et I’expression de her4 dans les cellules voisines. Néanmoins, alors que
certains de ces génes sont des cibles directes de la voie Notch (her4, herl5 et nort), ils
peuvent aussi tous étre régulés de maniére autonome cellulaire par Ngnl (Figure 29B’-T’).
Finalement, nous avons également identifié 2 génes cibles qui sont régulés spécifiquement par
Ngnl (Figure 29P-U). Ceci montre que les différences d’activité entre les deux familles de
facteurs proneuraux peuvent étre dues a des différences dans leurs capacités a réguler la

transcription de différents génes cibles.

6. Conclusion.

Le but de ce travail était de mettre en évidence des différences d’activité des genes
proneuraux de la famille Ngnl et Asclla dans la formation des neurones chez le poisson
zebre. Ainsi, nous avons pu montrer que les différences entre le patron d’expression de Ngnl
et Asclla n’étaient pas les seules responsables des différents sous-types neuronaux formés par
ces deux facteurs. En effet, Ngnl et Asclla possedent une activité spécifique qui est
responsable de la formation de neurones avec une identité précise dans un territoire défini. Il
est envisageable que ces activités spécifiques soient le reflet d’une activité transcriptionnelle
spécifique pour chaque facteur proneural. Nous supposons qu’un ensemble de génes cibles
serait commun aux deux familles et serait responsable de I’établissement de caractéristiques
communes a tous les neurones. Actuellement, la plupart des geénes cibles des facteurs
proneuraux sont des cibles communes qui contrdlent, pour leur grande majorité, I’activité de
la voie Notch. Un deuxiéme groupe de genes cibles serait spécifique a chaque famille et serait
responsable des caracteres spécifiques du neurone tel que la migration cellulaire, les
projections axonales, I’interaction avec d’autres types cellulaires (peau, muscle...) et la
production de neurotransmetteurs. C’est pourquoi comprendre comment un neurone acquiert
une identité particuliere nécessite non seulement de comprendre comment les facteurs
proneuraux régulent I’expression de genes cibles différents mais aussi d’étudier la fonction

des ces genes cibles dans la spécification neuronale.
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Dans un premier temps, nous avons étudié la régulation d’un gene cible commun a
Ngnl et Asclla, deltaA. Ceci dans le but de comprendre comment un géne cible des deux
familles de genes proneuraux peut étre régulé spécifiquement par I’une ou I’autre famille par
I’intermédiaire d’éléments de régulation différents (cf, Il). De plus, une étude de la fonction
de la régulation autonome cellulaire de her4/15 par Ngnl dans la différenciation neuronale a
également eté entreprise (cf, 111). Bien que cette régulation autonome cellulaire de her4/15 par
Ngn1l soit surprenante, I’étude de la fonction de génes cibles communs a Ngnl et Asclal ne
permettra pas de comprendre leurs différences d’activités dans la spécification neuronale.
C’est pourquoi dans un deuxieme temps, nous avons porté notre attention sur I’étude de deux
genes qui sont régulés de maniéere autonome cellulaire et qui sont des cibles spécifiques de
Ngnl, neurod4 et cxcrdb. Nous avons étudié I’expression et la fonction de ces génes dans la
neurogenese de la placode olfactive chez le poisson zebre (cf, IV et V). Neurod4 est un
membre de la famille atonal qui a une activité redondante avec Ngnl pour la neurogenése
olfactive alors que Cxcr4b est un récepteur aux chemokines qui est impliqué dans la migration

neuronale et la projection axonale.
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Il. A cluster of non-redundant Ngnl binding sites is required for specific deltaA
expression in zebrafish.
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and invertebrates. How these transcription factors regulate targets required for neural determination and/or
specification is beginning to be understood. In this study, we show that zebrafish deltaA is a transcriptional
target of proneural factors. Using a combination of transient and stable transgenic reporters, we show that
regulation of deltaA by one such proneural factor, Ngn1, requires three clustered E-box binding sites that act in
a non-redundant manner. Furthermore, we show that as for other proneural targets, members of the different

Keywords:

NgJ;n proneural families regulate deltaA expression via distinct cis-regulatory modules (CRMs). Interestingly,
Ascll however, while the deltaA CRM regulated by a second proneural factor, Ascl1, has been conserved between
deltaA delta genes of different species, we show that the Ngn1 CRM has not. These results suggest that evolutionary

Transcriptional regulation constraints on the mechanism by which Ngn1 regulates gene expression appear less strict than for Ascl1.

Cis-regulatory module (CRM)
E-box

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

The central nervous system of both vertebrates and invertebrates
is capable of highly complex functions. This is achieved thanks to the
staggering variety of neurons that compose it and the circuitry into
which these neurons are integrated. The development of the CNS
requires that the appropriate neurons be born at the correct times and
places and in the correct numbers. A key molecular step in this process
is the expression of so-called proneural genes, which are both
necessary and sufficient for the formation of neurons, and are highly
conserved from invertebrates to humans (Powell and Jarman, 2008).

Proneural genes encode basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) tran-
scription factors. In the developing nervous system, two large families
of proneural genes have been identified on the basis of sequence
homology in the bHLH domain with either Drosophila Atonal (Ato) or
members of the Achaete-Scute family (Asc); the so-called Ato family
can be further subdivided based on more subtle differences in the
bHLH sequences (Bertrand et al., 2002). Interestingly, despite
comparable molecular structures and roles during neurogenesis, Asc
and Ato-like proteins display functional specificity with respect to the
type of neurons they are involved in generating. For instance, while
misexpression of Atonal in Drosophila predominantly induces the
generation of ectopic chordotonal organs, Scute misexpression
induces the formation of ectopic external sense organs (Chien et al.,

* Corresponding author. Fax: +33 5 61 55 65 07.
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1996). Similarly, reciprocal knock-in experiments in mice have shown
that Mammalian achaete-schute Homolog 1 (Mash1 or Ascl1) and
Neurogenin 2 (Ngn2), respectively homologues of the Drosophila
achaete-scute and atonal genes, also have divergent functions (Parras
et al,, 2002). Moreover, in zebrafish overexpression of Ngn1 but not
Ascl1a leads to formation of ectopic Rohon-Beard sensory neurons in
the non-neural ectoderm (RM and PB, unpublished observations;
(Blader et al., 1997). These results argue that while members of the
Ascl and Ngn families share common transcriptional targets impli-
cated in the generation of generic or immature neurons, in parallel
they also direct the expression of distinct, non-overlapping sets of
targets that impose aspects of specific neural identity on these
neurons (Bertrand et al., 2002; Guillemot, 2007). Understanding how
different bHLH proneural proteins regulate their targets is beginning
to shed light on the molecular mechanisms that underlie the different
activities of these factors (Powell and Jarman, 2008).

For the most part, proneural factors regulate transcription as
heterodimers with ubiquitously expressed partners, or E proteins.
Such heterodimers bind to the general consensus CANNTG, known as
E-boxes, in the genomic sequence flanking target genes. Accumulated
evidence suggests that different proneural/E-protein dimers display
preferences for the two variable nucleotides in the E-box sequence
(Bertrand et al., 2002; Powell et al., 2004). Nevertheless, this alone is
unlikely to explain the divergent functions of the Ato and Asc families
as, given their small size, even specific E-boxes are overrepresented in
the genome relative to the number of proneural targets. Insights into
the mechanisms underlying the distinct regulatory activities of
different proneural factors have been provided by studies of the
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cis-regulatory modules (CRMs) that these factors activate at target
loci. Both invertebrate and vertebrate proneural factors regulate the
expression of genes of the Delta family of transmembrane Notch
ligands (Castro et al., 2006; Haenlin et al., 1994; Henke et al., 2009;
Kunisch et al., 1994). Dissection of the regulatory DNA upstream of the
mouse Deltal gene, a common target of both Ascll and Ngn2,
identified two elements, HI and HII, that are capable of driving
reporter gene expression in a subset of the pattern of expression of the
endogenous Deltal gene, and that display high sequence identity to
regions located upstream of the zebrafish deltaD gene (Beckers et al.,
2000). Functional analysis in zebrafish has shown that, while HI is a
CRM specifically responsive to Ngn1, Hil is only regulated by Ascl1a/b
(Hans and Campos-Ortega, 2002).

More recently, Deltal regulation in the mouse has been shown to
involve synergistic interaction between Ascl/E12 heterodimers and a
POU-domain transcriptional co-factor via a conserved octamer
binding site located between the E-boxes in HII (Castro et al., 2006).
The presence of an Ascl/POU consensus sequence in the regulatory
regions of other Ascl targets suggests that there is a conserved logic
for Ascl regulatory activity. For Ngn, however, things are less clear. It
has been shown that Ngn2 and NeuroM synergise with LIM home-
odomain containing transcription factors for the regulation of HB9
expression during specification of motorneurons (Lee and Pfaff,
2003). In addition, sequence analysis of the genomic DNA flanking
genes identified by transcriptome analysis to be up-regulated by Ngn
has highlighted potential Ngn-regulated CRMs containing E-boxes
and potential transcriptional cofactor binding sites, including those
for POU-domain transcription factors (Gohlke et al., 2008; Mattar
et al., 2004; Seo et al., 2007). However, mutating these potential
cofactor sites has no effect on the Ngn-responsiveness of these
predicted CRMs (Seo et al., 2007).

In the hope of identifying an underlying code to Ngn regulation of
its targets, as has been shown for at least 21 genes by Ascl1 in the
mouse, we have dissected the upstream regulatory regions of the
zebrafish deltaA gene; such a code can be thought of as a minimum
combination of Ngn binding sites and associated co-factors that
comprise a “generic” Ngn-responsive CRM. Here, we show that deltaA
is a bona fide proneural target and provide evidence that, as for deltaD,
members of the Ngn and Ascl families regulate deltaA via distinct
CRMs. However, while the Ascl responsive CRM is conserved between
deltaA, deltaD and Deltal conservation of a minimum CRM regulated
by Ngnl could not be found for the three genes. Finally, we have
identified an Ngn-responsive CRM for deltaA, and show that it
functions via the non-redundant activity of three clustered E-boxes.

Materials and methods
Fish lines and developmental conditions

Embryos were raised and staged according to standard protocols
(Kimmel et al., 1995). Embryos homozygous for ngn1"%° mutations
were obtained by intercrossing heterozygous carriers (Golling et al.,
2002); adults heterozygous for the ngn1"%%? allele were identified by
PCR genotyping of tail-clip genomic DNA. Heat-shocks were
performed in a water bath at 38.5 °C. Embryos were fixed overnight
at 4°C in 4% paraformaldehyde/1x PBS, after which they were
dehydrated through an ethanol series and stored at —20 °C until use.

In situ hybridization and immunostaining

In situ hybridizations were performed as previously described
(Oxtoby and Jowett, 1993). Antisense DIG labelled probes for ngni
(Blader et al., 1997), gfp (Blader et al., 2003), deltaA and deltaD
(Haddon et al., 1998) were generated using standard procedures. In
situs were revealed using either BCIP and NBT (Roche) or Fast Red
(Roche) as substrate. Immunohistochemical stainings were performed as

previously described (Masai et al., 1997), using either anti-GFP (1/1000
Torrey Pines Biolabs) or anti-Myc (1/10, “9E10”) (Evan et al., 1985) as
primary antibodies and Alexa 488-conjugated goat anti-rabbit IgG or goat
anti-mouse IgG (1/1000) as secondary antibodies (Molecular Probes).

Plasmid construction

Tg(hs:ngnl) or Tg(hs:myc-ngnl) transgenes: In a first step, the
previously reported zebrafish hsp70 promoter (Halloran et al., 2000)
was amplified by PCR and used to replace the CMV enhancer promoter
of pCS2:CFP (a gift from Dr. U. Strdhle). Subsequently, the coding
region of CFP was replaced by a fragment containing the ngni or
myc-ngnl open reading frame (Blader et al., 1997). The resulting
hs:ngnl or myc-ngnl cassettes were then transferred into pl-Scel,
which has been described to enhance the frequency of stable
transgenesis and minimise the mosaicism in transient transgenesis
(Thermes et al., 2002).

deltaA promoter:reporter plasmids: A previously described genomic
phage library was screened using a PCR fragment corresponding to the
5'UTR of deltaA (Appel and Eisen, 1998; Stachel et al.,, 1993). From a
positive clone, a 10 kilobases BamHI genomic fragment extending 5’
from 75 basepairs upstream of the deltaA ATG was subcloned into
pBluescript. Upstream deletions were made in this fragment by
replacing restriction fragments with oligonucleotide linkers containing
a Notl restriction site; the resulting plasmids are pBL:7.1delA,
pBL:4.5delA, pBL:2.9delA and pBL:1.6delA. In parallel, a 75 basepair PCR
fragment corresponding to the genomic DNA between the BamHI
restriction site and the deltaA ATG was subcloned upstream of
Chloramphenicol Acetyl Transferase (CAT), R-Galactosidase (PRGal)
and GFP:SV40pA cassettes; while CAT and PGal cassettes were in
pBluescript, the corresponding GFP cassette was in pl-Scel. Finally, the
7.1,4.5,2.9 and 1.6 kilobase delA fragments were subcloned Notl/BamHI
into the various 0.75delA:reporter vectors. Further 5’ deletions of the
4.5delA:reporter fragments and mutations in the various E-boxes were
made by replacing a Notl/Sphl fragment in the original 4.5delA:reporter
clone, corresponding to the genomic DNA from 4.5 to 2.9 kilobases
upstream of the deltaA ATG, with an appropriately modified PCR
fragment. The amplified DNA fragments were subsequently sequenced.

Plasmid Injection and establishment of transgenic lines

To establish stable transgenic lines, pI-Scel-hs:ngn1 and the various
pl-Scel-deltaA:gfp plasmids were injected into 1-cell stage embryos
with [-Scel meganuclease to maximize the number of integration
events (0.5x [-Scel Buffer, 10% I-Scel enzyme). Similarly, for transient
expression of Myc-Ngn1, pI-Scel-hs:myc-ngn1 was injected with I-Scel
meganuclease. Stable transmission of the Tg(hs:ngn1) transgene was
detected by PCR genotyping using genomic DNA extracting from at
least 50 F1 embryos. In subsequent generations, PCR genotyping of
adult carriers was performed on tail-clip genomic DNA; Transgenic lines
for the various delA promoter:reporter constructs were identified by
GFP fluorescence. At least two independent insertions were analysed for
each transgenic construct.

CAT and BGal ELISA assay

The various pBLdelA:CAT plasmids were co-injected with
pBL7.1deltaA:lacZ (20 ng/ul) and synthetic mRNA encoding either
ngnl or asclla (500 ng/ul). The number of copies of the different CAT
plasmids injected was normalised as a function of the length of the
various constructs. mRNAs were produced using a mMessage
Machine SP6 kit following the manufacturer's instructions (Ambion,
Inc). Injected embryos were allowed to develop to 10 hpf at which
stage total proteins were extracted and the relative levels of CAT and
BGal expression were determined as previously described using a
commercially available ELISA kit (Hans and Campos-Ortega, 2002;
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Vize, 1996); raw data generated in this manner are absorbance levels
and not absolute protein levels. Each construct was tested three times
and for each test the complete series of constructs to be compared was
injected. In order to render the different CAT levels comparable, pGal
levels from the pBL7.1deltaA:lacZ internal standard for all the injected
construct in one replicate series were first set to a fixed value and the
factor required for this adjustment was applied to the corresponding
CAT levels. Subsequently, the ratios of the CAT levels within each
replicate were calculated relative to the pBL7.1deltaA:CAT of the
replicate. Statistical analysis of the CAT ratios was performed after all
values had been normalised in this manner.

Electrophoretic mobility shift assays

Oligonucleotide probes were labelled with T4 polynucleotide
kinase and [y-32P] ATP (New England Biolabs). Ngn1, Asclla and
E12 proteins were produced by coupled in vitro transcription and
translation in wheat germ lysates (TNT, Promega). Proteins were
analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) to ensure
synthesis and equal loading. For electrophoretic mobility shift assays
(EMSA), proteins were incubated at room temperature for 30 min
with 20 ng of labelled probe and 1 pg poly dI-dC in 20 pl binding
reactions (5% glycerol, 5 mM HEPES buffer[pH 7.9], 2.5 mM MgCl2,
5mM EDTA, 5mM NaCl, 2.5 mM DTT, and 1 mg/ml BSA). The
mixtures were then loaded onto 4% non-denaturing polyacrylamide
gels in 0.25x TBE running buffer. Competition experiments were
performed in a 100x excess of unlabeled probes. Limiting probe
concentrations were used in order to avoid super-shifting, thus
allowing easy comparison between the effects of different mutations.

Oligonucleotide probes for EMSA analysis are listed below. The E-
boxes are underlined and the mutated nucleotides are indicated in
lowercase (only sense oligos are listed):

delA
CTGGGTTGCAGATGGAAGGGCATCTGCTGTGTAAAACATATG
CTGGATAA

delAm3-5
CTGGGTTGtgGATGGAAGGGtgTCTGCTGTGTAAAAtgTATG
CTGGATAA

delAm3
CTGGGTTGtgGATGGAAGGGCATCTGCTGTGTAAAACATATG
CTGGATAA

delAm4
CTGGGTTGCAGATGGAAGGGtgTCTGCTGTGTAAAACATATG
CTGGATAA

delAm5
CTGGGTTGCAGATGGAAGGGCATCTGCTGTGTAAAAtETATG
CTGGATAA

delAm3/4
CTGGGTTGtgGATGGAAGGGtgTCTGCTGTGTAAAACATATG
CTGGATAA

delAm3/5
CTGGGTTGtgGATGGAAGGGCATCTGCTGTGTAAAALETATG
CTGGATAA

delAm4/5
CTGGGTTGCAGATGGAAGGGtgTCTGCTGTGTAAAAtETATG
CTGGATAA

Results
deltaA behaves like a transcriptional target of Ngn1

At 11 h post-fertilisation (hpf), the expression of neurogeninl (ngnil)
prefigures the site of formation of primary neurons in the zebrafish

neural plate (Fig. 1A and (Blader et al.,, 1997; Korzh et al,, 1998). The
Ngn1 target gene deltaD is expressed in an analogous pattern in the
neural plate at this stage (Fig. 1B and (Haddon et al., 1998); unlike ngn1
expression, which is restricted to the nervous system, deltaD expression
is also detected in the pre-somitic mesoderm (Haddon et al., 1998; Hans
and Campos-Ortega, 2002). A second zebrafish delta gene, deltaA, also
displays a pattern of expression highly reminiscent of ngn1 in the neural
plate at this stage of development suggesting it is a Ngn1 target (Fig. 1D
and (Appel and Eisen, 1998; Haddon et al,, 1998). Consistent with this
idea, and in a manner similar to deltaD, the expression of deltaA is down-
regulated in the anterior and lateral neural plate of ngnl mutant
embryos at 11 hpf (Fig. 1C, E and (Cornell and Eisen, 2002).

We reasoned that if deltaA, like deltaD, is a transcriptional target of
Ngn1, ectopic expression of Ngn1 should lead to the induction of
deltaA transcription. In order to address this further, we established a
stable transgenic line in which the ngn1 coding region is placed under
the control of the hsp70 promoter, Tg(hs:ngn1). Transgenic embryos
rapidly and ubiquitously express ngnl transcripts shortly after heat-
shock (data not shown). As expected for a validated Ngn1 target, heat-
shock at 7 hpf induces the ubiquitous expression of deltaD at 10 hpf
(Fig. 2A, B). Similarly, widespread expression of deltaA is detected
under the same heat-shock conditions (Fig. 2E, F). Furthermore, both
deltaD and deltaA expression can be induced in as little as 15 min after
15 min of heat-shock (Fig. 2C, G). Finally, transient, mosaic expression
of a similar hsp70-driven transgene in which Ngn1 has been epitope-
tagged shows that the induction of both deltaD and deltaA is cell
autonomous (Fig. 2D, H). Taken together, the similarity of expression

A

deltaD ngni~ deltaD

wt deltaA ngni"®®  dejtaA
Fig. 1. Loss of Ngn1 function leads to loss of deltaA and deltaD expression.Whole-mount
in situ hybridization against ngn1 (A), deltaD (B, C) or deltaA (D, E) in zebrafish embryos
at 11 hpf. Expression in wild type embryos show that ngnl, deltaD and deltaA share
similar expression patterns (A, B, D). In ngn1 mutant embryos (C, E), deltaD and deltaA
expression is strongly reduced in the anterior neural plate; this is most notable for the
trigeminal ganglia (black arrows in B-E) and the medial clusters in rhombomeres 2 and
4 (white arrowheads in B-E). Embryos are viewed dorsally with anterior up.
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deltaA Tg(hs:ngn1) deftaA Tg(hs:ngn1) deltaA

Ngn1-myc

Fig. 2. Activation of deltaA and deltaD by Ngn1 is rapid and cell autonomous.Whole-mount in situ hybridization against deltaD (A-D) and deltaA (E-H) in embryos at 9 hpf (C,G) or 10
hpf (A, B, D, E, F, H). Tg(hs:ngn1) embryos heat-shocked at 7 hpf display ectopic expression of deltaD and deltaA 2 h after treatment (B, F). Similarly, mis-expression of Ngn1 at 8.5 hpf
induces deltaD and deltaA expression in as little as 30 min (C, G). Single confocal sections of the neural plate at 10 hpf show that mosaic mis-expression of a Myc-tagged form of Ngn1
(in green) induces deltaD and deltaA (in red) in an apparently cell autonomous manner (D, H); nuclei are labelled with Topro (blue) to show that there are cells in the field of view
that do not express Ngn1-myc or delta and that induced delta transcripts form a halo around the Ngn1-myc positive nucleus. Embryos are viewed dorsally with anterior up.

patterns and our loss and gain of function data strongly suggest that
deltaA, like deltaD, is a direct transcriptional target of Ngn1.

Genomic region upstream of deltaA responds to Ngnl

Comparison of the upstream genomic sequences of the zebrafish
deltaD gene and mouse Deltal genes revealed two distinct blocks of
conserved sequence, HI and HII, containing couplets of E-boxes that
are directly regulated by members of the Ngn (referred to as DeltaN in
Castro et al., 2006) and Ascl (referred to as DeltaM in Castro et al.,
2006) families of proneural factors, respectively (Beckers et al., 2000;
Castro et al.,, 2006; Hans and Campos-Ortega, 2002). Surprisingly,
while sequence comparison between the zebrafish deltaA and deltaD
genomic loci and the mouse Deltal locus reveals conservation of the
two E-boxes and intervening sequence activated by members of the
Ascl family (from 86% to 93% conserved depending on the gene pairs
being compared), conservation of the corresponding CRM regulated
by Ngn1 is only observed between deltaD and Deltal (95% conserved,
Fig. 3A).

Lack of DeltaN conservation at the deltaA locus suggests that the
molecular logic of Ngn1 transcriptional regulation of deltaA is
different from that of deltaD and Deltal. In order to gain insights
into how Ngn1 regulates deltaA, we used a previously described
transient mis-expression system to identify deltaA CRMs regulated by
Ngnl (Hans and Campos-Ortega, 2002; Vize, 1996). First, we
generated reporter constructs containing a series of 5’-deletions in a
7.1 kb genomic DNA located immediately upstream of the transla-
tional start-site of deltaA fused to the coding region of the
chloramphenicol acetyl transferase (CAT) gene (Fig. 3B). These delA:
CAT reporters were co-injected into fertilised zebrafish embryos with
synthetic mRNAs encoding proneural factors and the level of CAT
expression was determined at 10 hpf; levels of CAT expression were
normalised against a co-injected lacZ reporter construct containing
the full-length genomic fragment (7.1delA:lacZ; Fig. 3B). As an initial
control for the approach, both the 7.1delA and 1.6delA:CAT reporter
constructs were tested in co-injection with mRNA coding for zebrafish
achaete-scute-like 1a (Asclla). Significant reporter expression was
detected from both constructs after co-injection presumably as both

constructs contain the conserved Ascl CRM (Fig. 3C); in the absence of
asclla RNA, no CAT or BGal expression was detected (data not
shown). Furthermore, when normalised against 3Gal the level of
induced CAT expression was highly reproducible for both constructs
indicating that this assay is robust and suggesting that the DeltaM-like
sequence upstream of deltaA behaves as a bona fide Ascl-regulated
CRM (Fig. 3C). We next co-injected the various deltaA:CAT reporters
with the 7.1delA:lacZ and Ngn1 encoding mRNAs. As can be seen in
Fig. 3D, while the 4.5delA:CAT reporter displays activity similar to the
full length fragment, CAT expression was significantly reduced when
driven off the 2.9delA and 1.6delA genomic fragments. These results
suggest that an Ngn1-responsive CRM is located between —2.9 and
—4.5 kb upstream of the deltaA coding region. Furthermore, we
conclude that members of the Ngn and Ascl families of proneural
factors regulate deltaA via distinct CRMs as Ascl1a but not Ngn1 was
able to induce CAT expression from the 1.6delA genomic fragment.
To confirm the Ngn1-responsive CRM activity identified using the
mis-expression approach and analyze the spatio-temporal expression
drive by this element, we generated stable transgenic lines carrying
Green Fluorescent Protein (GFP) under the control of the 4.5delA
genomic fragment, Tg(4.5delA:gfp). The pattern of GFP driven by the
transgene was highly reminiscent of the pattern of endogenous deltaA
transcription throughout the central nervous system at 24 hpf (Fig.
4A-C and data not shown); a notable exception is the dorsal limit of
the hindbrain that expresses deltaA but where GFP was not detected.
In parallel, we compared the pattern of gfp transcripts driven by the
Tg(4.5delA:gfp) transgene with endogenous deltaA. Here again, with
the exception of the dorsal hindbrain, the expression patterns were
remarkable similar (Fig. 4D vs. Fig. 4E). We also generated a
transgenic line in which GFP activity is driven by the 2.9delA fragment,
Tg(2.9delA:gfp). The expression of gfp transcripts from the shorter
transgene is less robust than from Tg(4.5delA:gfp) (Fig. 4E vs Fig. 4 F).
While this difference is suggestive of a ngnl-responsive CRM being
located in the genomic interval between 4.5 and 2.9 kb upstream of
deltaA, it is possible that the —4.5 to —2.9 kb fragment is only
required to amplify the activity of the Ascl-responsive CRM in an
Asclla/b-dependent manner. To address this possibility, we compared
the expression of the two transgenes with the endogenous deltaA
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Fig. 3. Ngn1 and Ascl1a regulate deltaA expression via distinct cis-regulatory modules.(A) Schematic representation of deltaA, deltaD and Delta1 loci highlighting conservation of DeltaN
(pink) and DeltaM (green) sequences, which are regulated by Ngn and Ascl, respectively; the E-boxes (red) and POU binding sites (blue) are highlighted in the respective sequences.
(B) Schematic representation of the deltaA reporter gene constructs. (C, D) Histograms showing the ratio of CAT levels after the mis-expression various promoter:reporter constructs.
Assays of CAT expression are normalized against the 7.1deltaA:LacZ; the ratio of activated 7.1deltaA:CAT:7.1deltaA:LacZ was arbitrarily set to one. Embryos were injected at the one-cell stage
with 7.1deltaA:LacZ, a CAT reporter gene construct and synthetic mRNA for either asclla (C) or ngn1 (D). Error bars represent s.d. *P<0.05; **P<0.001; ***P<0.0005 using a t-test.

gene at 10hfp, a stage where neither of the two identified zebrafish
achaete-scute genes is active but ngn1 is already expressed (Allende
and Weinberg, 1994; Blader et al., 1997; Korzh et al., 1998). While the
Tg(4.5delA:gfp) transgene is expressed in a pattern virtually identical
to deltaA, no expression from the Tg(2.9delA:gfp) transgene is detected
at this stage (Fig. 4G, H, ]). Finally, we analysed the responsiveness of
the two transgenes to mis-expression of Ngnl. While heat-shock
induced expression of gfp was not detected in Tg(2.9delA:gfp)/Tg
(hs:ngn1) embryos (Fig. 4K), ubiquitous gfp expression was detected
in double Tg(4.5delA:gfp)/Tg(hs:ngn1) transgenic embryos after heat-
shock (Fig. 41). Altogether, results from our transient mis-expression
analysis and stable transgenic lines strongly suggest that a CRM is
located between —4.5 and —2.9 kb upstream of deltaA that responds
to Ngn1.

Ngn1 regulates deltaA expression via the activity of at least 3 E-boxes

To refine the Ngn1 CRM within the genomic region between 4.5
and 2.9 kb upstream of deltaA, we generated three 5’ deletions of the
4.5delA fragment, fused them to the CAT reporter and tested their
activity in the mis-expression system (4.2delA, 3.8delA and 3.4delA).
None of these deletions affected the capacity of the resultant fragment
to respond to Ngnl suggesting that the Ngn1 CRM is located in
475 bps between —3.4 and —2.9 kb upstream of deltaA (data not
shown).

Proneural genes encode bHLH transcription factors that regulate
gene expression via 6 base-pair (bps) sequences known as E-boxes
(CANNTG) in the genomic DNA flanking of their targets. We identified
5 E-box sequences in the genomic fragment that is responsive to Ngn1
mis-expression (Fig. 5A); two E-boxes are relatively isolated (E1 and
E2) whereas the remaining three E-boxes are found clustered in 34 bgs

(E3, E4 and E5). To address the relative function of these E-boxes, we
generated a series of 3.4delA fragments harbouring mutations in
individual E-boxes (Fig. 5B). Mutation of either E-box E1 or E2 had
little effect on the responsiveness of the 3.4delA fragment to Ngn1
mis-expression (3.4mE1 and 3.4mkE2; Fig. 5B). Strikingly, however,
mutations in any one of the clustered E-boxes reduced the activity of
the fragment to levels similar to those detected with the 2.9delA
fragment (3.4mE3, mE4 or mE5; Fig. 5B). Finally, we generated a
3.4delA fragment carrying mutations in either the three clustered
E-boxes (3.4mE3-5) or in all five E-boxes (3.4mE1-5). No significant
reduction in the activity of these two mutated fragments was detected
relative to the single E-box mutations or the 2.9delA fragment
(Fig. 5B).

As before, we confirmed our results from transient mis-expression by
generating stable transgenic line for each of the three individual E-box
mutations, Tg(4.5delAmE3:gfp), Tg(4.5delAmE4:gfp), Tg(4.5delAmE5:gfp),
as well as the triple mutation, Tg(4.5delAmE3-5:gfp. As can been seen in
Fig. 5, expression of GFP in these E-box mutated transgenic lines was
indistinguishable from the Tg(2.9delA:gfp)(Fig. 5C-H). Thus, from our
transient mis-expression analysis and stable transgenesis data, we
conclude that the activity of three clustered E-boxes is required for
transcriptional regulation of deltaA by Ngn1.

Differential E-boxes affinities suggest that cooperative Ngnl binding is
required for deltaA expression

Three explanations can be envisaged for the all-or-nothing activity
of the clustered E-boxes in the Ngnl-regulated CRM; the three
E-boxes need to be occupied for CRM activity (threshold), each E-box
is required for correct loading of the Ngn1 onto the remaining E-boxes
in the CRM (loading) or a combination of these two possibilities. To
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Fig. 4. A ngn-regulated cis-regulatory module is located between —2.9 and —4.5 kb upstream of deltaA.(A-C) Confocal projections of double in situ/immunolabelling showing
extensive overlap in the expression of endogenous deltaA mRNA and GFP protein expression in Tg(4.5delA:GFP) embryos at 24 hpf; a notable exception is the dorsal limit of the
hindbrain that expresses deltaA but where GFP is not detected (white arrows in C). (D-F) Whole-mount in situ hybridization against deltaA (D) or gfp in Tg(4.5delA:GFP) (E) versus
Tg(2.9delA:GFP) (F) transgenic embryos at 24 hpf. The shorter transgene drives gfp expression in a significantly more restricted pattern. (G, H) The expression of endogenous deltaA
and GFP expression in Tg(4.5delA:GFP) embryos at 10 hpf are highly similar. (H-K) Mis-expression of Ngn1 induces ectopic expression of gfp in 10 hpf Tg(4.5deltaA:GFP) embryos but
not in stage-matched Tg(2.9deltaA:GFP) embryos. Embryos at 24 hpf are mounted with anterior to the right; the brain is viewed dorsally and the trunk and tail are viewed laterally

with dorsal part up; at 10 hpf, embryos are viewed dorsally with anterior up.

address the mechanistic importance of individual E-boxes in the Ngn1
CRM, we analysed the binding of Ngn1 to the three clustered E-boxes
using a gel mobility shift assay. As can be seen in Fig. 6, in vitro
translated Ngn1 and its partner E12 bind to a probe containing the
three intact E-boxes (delA; Fig. 6A). Furthermore, binding can be
efficiently competed with an excess of unlabelled wildtype probe but
not probe containing mutations in the three E-boxes (Fig. 6A).
Similarly, Ngn1/E12 binding is eliminated if the three E-boxes are
mutated (delAmE3-5; Fig. 6C). Finally, Ascl1a/E12 heterodimers bind
very weakly to the wild type probe attesting to the specificity of this
element for Ngn1 (Fig. 6C).

Next, using probes carrying mutations in couplets of E-boxes we
addressed the intrinsic binding affinity of Ngn1/E12 heterodimers to
individual E-boxes. Interestingly, while our transgenesis experiments
suggest that each of the three E-boxes is required in a similar manner
for transgene activity in vivo, there are significant differences in the
specific capacity of each E-box to bind Ngn1/E12 in vitro. Thus, while
Ngn1/E12 heterodimers bind strongly to E4 (delAmE3/5), they bind
less well to E5 (delAmE3/4) and virtually no binding is detected to E3
(delAmE4/5; Fig. 6B). In parallel, we addressed the effect of mutating
single E-boxes on the overall binding to the two remaining E-boxes.
Mutations in distinct E-boxes also have differential effects on Ngn1/
E12 binding in vitro. For instance, while mutating either E3 or E5 has
little effect (delAmE3 and delAmES5), mutating E4 significantly reduces
Ngn1/E12 binding to the probe (Fig. 6C). As the binding seen in the

single E4 mutation is similar to that of the double E3/4 mutation, this
confirms that binding to E3 is weak. Interestingly, however, the E4 site
alone (delAmE3/5) binds less well than the E3 and E4 sites together
(delAmE5) suggesting that E4 cooperates in the loading of E3. Finally,
binding to E5 alone (delAmE3/4) is similar to binding to E3 and E5
together (delAmE4) suggesting that these sites do not cooperate
during the loading of Ngn1/E12 (Fig. 6B, C).

In conclusion, our in vitro results suggest that there are distinct
intrinsic capacities for each E-box. Furthermore, E4 appears to be
required for strong Ngn1/E12 binding on E3 and E5; in the absence of
E4, E3 and E5 are not able to cooperate for loading. Finally, the
absolute requirement for E3 in vivo and the weak binding of Ngn1/E12
heterodimers to this site in vitro suggests that activity of the deltaA
Ngnl CRM requires interaction between the E-boxes. Thus, both
loading and threshold factors appear to be important for deltaA Ngn1
CRM activity.

Discussion

Proneural transcription factors regulate generic neurogenesis as
well as the specification of specific subtypes of neurons (Bertrand
et al., 2002; Chien et al., 1996; Guillemot, 2007; Parras et al., 2002). It
has become clear that the functional differences between proneural
genes relative to the subtypes of neurons they specify reflect that
these transcription factors regulate overlapping but distinct groups of
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targets. While a conserved mechanism of transcriptional regulation
has been described for 21 Ascl targets, how other proneural genes
regulate target expression is less well understood (Castro et al., 2006).
We have identified a Ngn1-regulated cis-regulatory module (CRM)
upstream of deltaA that is different from previously described Ngn
CRMs in that it functions via the non-redundant activity of three
E-boxes. Here, we discuss the regulatory architecture of the deltaA
gene in light of recent results from other systems.

Using a transient mis-expression strategy coupled with stable
transgenesis, we have identified proneural responsive CRMs in the
upstream regulatory regions of zebrafish deltaA. Similar to other
common targets of multiple proneural factors, we have found distinct
CRMs that are regulated by Ngn1 and Ascl1a/b (Beckers et al., 2000;
Hans and Campos-Ortega, 2002). While we show that a transgene
containing 4.5 kb of deltaA upstream sequence drives expression of a
GFP reporter in a pattern for the most part identical to the endogenous
deltaA gene, one notable exception is the dorsal region of the
hindbrain, or rhombic lip, which expresses endogenous deltaA but
not the Tg(4.5delA:gfp) transgene. Neither ngnl nor asclla/b are
expressed in this region of the brain. However, the proneural gene
atohla is strongly expressed in this domain (Elsen et al., 2008;
Volkmann et al., 2008); atohla is also expressed during the
differentiation of hair cells in the developing otic vesicle and lateral
line, two tissues which also express endogenous deltaA but not the Tg
(4.5delA:gfp) transgene (RM and PB, unpublished observations; Aman
and Piotrowski, 2008; Lecaudey et al., 2008; Millimaki et al., 2007).
This suggests that, despite Ngn1 and Atoh1a displaying a high degree
of similarity in their bHLH domains, Atohla apparently cannot
activate transcription through the Ngn1 CRM of deltaA. lnterestinghé

it has recently been shown that at the rhombic lip, the mouse
orthologue of zebrafish Atoh1a functions specifically in a heterodimer
with the atypical E-protein Tcf4 (Flora et al., 2007; Wang et al., 2005).
Taken together, this suggests that Atohla/Tcf4 heterodimers recog-
nises a CRM distinct from either the Ngn or Ascl CRMs described here
and which is not present in the 4.5 kb region upstream of deltaA.
However, it is also possible that the missing CRM active in the rhombic
lip and posterior lateral line primordium recognises bHLH proneural
factors other than Atohla.

Proneural-regulated CRMs tend to contain multiple E-boxes (this
study and Castro et al., 2006; Hans and Campos-Ortega, 2002; Heng
et al., 2008). Indeed, genome-wide searches based on a “multiple
generic E-boxes” criteria have been used with some success to identify
potential proneural CRMs at target gene loci (Seo et al., 2007).
Nonetheless, the importance of individual E-boxes in cluster-contain-
ing CRMs varies widely. For instance, while the two E-boxes of the
Ngn1-responsive CRM at the deltaD locus act additively, only one of
the two E-boxes present in the mouse HEN1 promoter appears to be
induced by mis-expression of Ngn2 despite these two E-boxes having
the same sequence (Hans and Campos-Ortega, 2002; Seo et al., 2007).
There is also variation between the activity of the conserved couplets
of E-boxes in the Ngn-regulated CRMs of deltaD and Delta1, apparently
additive in the fish versus all-or-nothing in the mouse (Castro et al.,
2006; Hans and Campos-Ortega, 2002; Seo et al., 2007). The Ngnl
CRM we have identified at the deltaA locus contains three E-boxes that
act in a non-redundant manner. However, despite our in vivo results
suggesting that each of the three E-boxes is required for transgene
activity, the capacity of each E-box to bind Ngn1/E12 heterodimers
in vitro is clearly different. Thus, while the middle E-box of the triplet,
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E4, and its upstream partner, E3, have the same sequence, our binding
studies indicate that E4 interacts strongly with Ngn1/E12 hetero-
dimers while E3 interacts very weakly, if at all; the downstream E-box
(E5) binds with an intermediate affinity. Based on our in vitro and
in vivo data, we propose a model for how Ngn1 regulates the deltaA
CRM (Fig. 7A, B). While the validity of this model could be addressed
using a Chromatin Immunoprecipitation based strategy combined
with the transgenic lines that we have established carrying E-box
mutations, such an approach will require the generation of suitable
antibodies against zebrafish Ngn1.

Regulation of Deltal in the mouse and deltaD in the zebrafish is
achieved via distinct Ascl and Ngn CRMs (Beckers et al., 2000; Castro
et al., 2006; Hans and Campos-Ortega, 2002). The activation of these
CRMs by specific bHLH factors appears to be regulated at the level of
E-box preference. Indeed, a number of studies have highlighted
preferred E-box sequences for Ascl (CAGSTG) and Ngn (CANATG)
(Bertrand et al., 2002; Castro et al., 2006; Gohlke et al., 2008; Hans and
Campos-Ortega, 2002; Powell and Jarman, 2008; Powell et al., 2004;
Seo et al., 2007). In the case of Deltal/deltaD, interaction with a
POU-domain transcriptional co-factor is also required for activity of
the Ascl-responsive CRM. Nonetheless, consensus E-box sequences
remain primordial for specificity as this Ascl CRM can be rendered
Ngn-responsive by mutating the E-boxes to the Ngn consensus
(Castro et al., 2006). In our study, we show that deltaA is regulated via
two distinct E-box-containing CRMs in a manner similar to zebrafish
deltaD and mouse Deltal. Furthermore, we show that the activity of
three clustered E-boxes is necessary for the Ngn1-responsive CRM to
function. While to our knowledge this represents a novel logic/
architecture for an Ngn CRM, the three E-boxes respect the emerging
consensus (two CAGATG and one CATATG E-boxes). Adding the three
deltaA E-boxes described in this study and the recently described E-
boxes regulated by Ngn2 at the mouse Rnd2 locus to the matrix of
confirmed Ngn-responsive E-boxes allows the consensus to be further
refined to CA(a/t/G)ATG (Fig. 7C; (Castro et al, 2006; Hans and
Campos-Ortega, 2002; Heng et al., 2008; Huang et al., 2000; Lin et al.,
2004; Oda et al., 2000; Smith et al., 2003). The two E-boxes in the —3.4

to —2.9 kb fragment that are not responsive to Ngn1 mis-expression
(E1 CAATTG and E2 CACATG) do not conform to this refined Ngn
consensus, coherent with the idea that responsiveness is in part
controlled by E-box preference.

Evidence from other proneural targets also indicates that modules
only containing multiple consensus-respecting E-boxes are not suffi-
cient to provide complete transcriptional activity to proneural respon-
sive CRMs. Indeed, recent reports have highlighted the requirement of
non-bHLH cofactors for transcriptional regulation by members of both
the Ato and Ascl families of proneural factors (Powell and Jarman, 2008).
Thus, while respecting the E-box consensus provides specificity to the
CRM, complete activity requires other factors such as members of the
POU domain proteins in the case of Ascl1 or LIM-homeodomain proteins
in the case of Ngn2 and NeuroM (Castro et al., 2006; Lee and Pfaff, 2003).
Sequence analysis approaches have revealed binding sites for potential
co-factors that are statistically over represented in the genomic DNA
flanking the E-boxes in proneural responsive CRMs but the functional
relevance of these finding has yet to be exhaustively explored (Gohlke
et al., 2008; Seo et al., 2007). Similarly, we have identified binding sites
for POU-domain and Sox family members in the immediate vicinity of
the 3 E-box CRM of deltaA. While the impact of these sites on Ngnl
regulation of deltaA remains to be explored, we have evidence that a
genomic fragment upstream of deltaA containing the three E-box motif
and POU/Sox binding sites is not sufficient to drive faithful reporter
expression from a heterologous minimal promoter (RM and PB,
unpublished observations). A simple explanation would be that the
fragment tested is missing other closely linked cofactor binding sites.
Alternatively, the activity of this fragment could require a longer-range
interaction with the endogenous deltaA promoter. This idea is supported
by a recent study showing that in the zebrafish there are significant
differences in specificity of reporter expression driven by CRMs when
coupled with the different promoters (Gehrig et al., 2009). In this regard,
it would be interesting to assay the activity of the deltaA CRM in mouse
embryos when coupled with a minimal promoter as proneural CRMs
clearly drive specific expression of reporters under these conditions
(Castro et al., 2006).
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To determine if a deltaA-like CRM architecture is associated with
other potential Ngn targets, we asked if the genomic DNA flanking
potential Ngn target previously highlighted by transcriptome analysis
in the mouse contains a similar CRM sequence (Gohlke et al., 2008;
Mattar et al., 2004). Of the 140 murine genes analysed, and where
possible their zebrafish orthologues, we identified 23 loci (17 mouse
and 6 zebrafish, with 3 common to both species) with a three
Ngn-type E-box CRM located within 20 kb upstream of the gene
(Fig. 7D). While further study will be necessary to address if these
potential CRMs are functional, the expression pattern of several of the
zebrafish genes linked to these conserved motifs is down-regulated in
ngnl mutant embryos and ubiquitously expressed in our Tg(hs:ngni)
line after heat shock suggesting that they are bona fide Ngn target
genes (RM and PB, unpublished observations).

Finally, while the relative position of the proneural-responsive CRMs
identified in this study, Ngn1 CRM distal and Ascl1a/b CRM proximal, is
conserved at the zebrafish deltaD and mouse Deltal loci and the deltaA
Ascl CRM displays high sequence identity with the corresponding CRMs
of deltaD and Deltal, no sequence similarity for the deltaA Ngn CRM is
detected at either the zebrafish deltaD or mouse Deltal loci (Beckers

et al., 2000). The conservation of the Ascl CRM but not the Ngn1 CRM
between the two zebrafish genes suggests that there is more flexibility
with respect to how Ngns regulate gene expression than is the case for
Ascl family members. This increased flexibility might underlie some of
the difficulties that have been encountered in predicting Ngn targets
based on conserved CRM/E-box criteria. On the other hand, the
conservation of the Ngn CRM between zebrafish deltaD and mouse
Deltal clearly indicates that there are constraints that have limited
sequence divergence of this CRM. While expression of deltaA is
restricted to the nervous system, deltaD and Deltal are also expressed
in developing somites. It is possible that the overall regulatory network
necessary for expression in both neural and somitic domains of deltaD
and Delta1 has limited the sequence divergence at their corresponding
Ngn CRMs, a situation that does not exist at the deltaA locus. To test this
hypothesis, it would be interesting to see if the Ngn CRM of deltaD or
Deltal can be functionally replaced with that of deltaA.

In conclusion, we have identified an Ngn1-responsive CRM at the
zebrafish deltaA locus that functions via the non-redundant interac-
tion of three consensus Ngn E-boxes. To our knowledge, this
represents a novel mechanism of action for a proneural CRM and
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further studies will be required to see if this novel architecture is
functionally conserved at other Ngn targets. Furthermore, our results
indicate that there is more flexibility in the manner by which Ngn
regulated target gene expression than for other proneural factors,
such as Ascl1. The significance of this apparent flexibility is unclear
and, thus, will also require further investigation.
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I11. L’activation autonome cellulaire des génes her par Ngn1 bloque la différenciation
neuronale.

1. L’activité de Ngnl n’est pas suffisante pour induire un phénotype
neurogénique.

Chez les vertébrés, le processus d’inhibition latérale contrélé par la voie Delta/Notch a
pour but de restreindre I’expression des genes proneuraux a un seul progéniteur neural afin
qu’il se différencie tandis que les autres sont maintenus en prolifération. Comme la fonction
de I’inhibition latérale est de limiter la neurogenése, la surexpression d’un facteur proneural
doit conduire a une différenciation neuronale massive. Notre hypothese est donc que la
surexpression ubiquitaire de Ngnl doit phénocopier le mutant neurogénique mib dans lequel
I’expression de Ngnl est étendue et renforcée (Bingham et al., 2003; Itoh et al., 2003). La
surexpression de Ngn1 n’induit pas de phénotype neurogénique, que ce soit précocement dans
la plaque neurale ou plus tardivement dans la moelle épiniére ou le cerveau (Figure 30A-D et
Figure 31A-C). De plus, contrairement au mutant mib, I’expression des genes deltaA et her4
n’est pas affectée aprés surexpression de Ngnl, suggérant que le stock de progéniteurs
neuraux n’est pas déplété a 24 hpf (Figure 31D-I). Finalement, la surexpression de Ngnl
induit des neurones sensoriels de Rohon-Beard ectopiques dans I’ectoderme non neural mais
n’est pas capable de conduire a la formation d’un « tapis » de neurones ectopiques (Figure
30A-D et Figure 31A-B).

Il a précédemment été décrit que, dans un mutant mib, un immunomarquage avec
I’anticorps 3A10 pouvait révéler jusqu’a 10 neurones de Mauthner par cluster (Bingham et al.,
2003). Apres une surexpression de ngnl, seulement 34% des embryons ont 2 neurones de
Mauthner par cluster alors que 58% des embryons présentent un phénotype sauvage (n=150)
(Figure 32A-B). De maniére intéressante, 8% des embryons présentent une absence du
neurone de Mauthner, suggérant que I’expression de Ngnl peut inhiber la différenciation
neuronale, probablement par le méme mécanisme que celui impliqué dans le blocage de la
différenciation dans la plaque neurale (Figure 32C).

L’ensemble de ces résultats suggeére que la surexpression d’un facteur proneural n’est
pas suffisante pour permettre une différenciation neuronale massive et induire un phénotype

neurogénique.
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Fig. 30: (A-D) Hybridation in situ contre isletl (A-D) dans des embryons sauvages (A,B) ou Tg(hs:ngnl) (C,D)
a 10 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. Vue dorsale (A,C) ou latérale (B,D) de
I’embryon et I’antérieur est vers le haut.
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Fig. 31: (A-1) Hybridation in situ contre isletl (A-C), deltaA (D-E), her4d (G-1) dans des embryons sauvages
(A,D,G), Tg(hs:ngnl) (B,E,H) ou mutants mib (G,H,l) & 24 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant
1lha 38.5°C. Pour chaque condition le cerveau et (haut) et la moelle épiniére (bas) sont présentés.
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Fig. 32: (A-C) Immunomarquage contre le neurone de Mauthner (3A10) dans des embryons Tg(hs:ngnl) a 36
hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. (A-C) Vue dorsale du cerveau est I’antérieur est

a droite.
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2. Ngnl peut induire I’expression de her4 de maniere autonome cellulaire et
indépendamment de I’activité de la voie Notch.

La surexpression de Ngnl n’induit pas de phénotype neurogénique suggérant qu’un
mécanisme permet de limiter la différenciation neuronale. Un des mécanismes pouvant étre
impliqué dans ce contr6le est I’inhibition latérale. En effet, la surexpression de Ngn1 induit la
surexpression de deltaA qui, en conséquence, active I’expression de her4/15 dans les cellules
voisines (Figure 29D-1). Afin de tester cette hypothése, nous avons analysé I’expression de
her4 dans un mutant mib ou I’activité de la voie Notch est abolie (Bingham et al., 2003; Itoh
et al., 2003). Dans ce contexte, la surexpression de Ngnl induit toujours une expression
ectopique de her4 (Figure 33A-D). Ce résultat indique que I’activation de her4 par Ngn1l peut
étre indépendante de I’inhibition latérale. De plus, la surexpression de Ngn1-Myc a 7 hpf dans
des embryons mib montre que Ngnl peut induire I’expression autonome cellulaire de her4
indépendamment de I’activité de la voie Notch (Figure 33G). Nous avons également mis en
évidence que Ngnl peut induire I’expression de her4 en 30 min, suggéerant fortement que la
régulation de Ngnl sur her4 est directe (Figure 33E-F). Bien que I’expression de her4
dépendante de Notch soit plus forte quantitativement que son expression indépendante de
Notch (Figure 33B-D), il est possible que cette régulation autonome cellulaire soit importante

dans le controle de la différenciation neuronale.
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Fig. 33: (A-F) Hybridation in situ contre her4 dans des embryons sauvages (A,B,E,F) ou mib mutants (C,D) a
10 hpf. (G) Double hybridation in situ et immunomarquage contre her4 et Ngn1-Myc (9E10) dans un embryon
mib a 10 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h (A-D, G) ou 9.5hpf durant 15 min (E-F) a 38.5°C.
Vue dorsale de I’embryon et I’antérieur est vers le haut.

Afin de déterminer quels sont les éléments régulateurs nécessaire a I’expression de her4
indépendante de Notch, nous avons utilisé une lignée transgénique qui reproduit I’expression
endogene de her4 (Yeo et al., 2007). Cette lignée transgénique dirige I’expression de la
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protéine egfp sous le contrdle de 3.4kb du promoteur de her4. Nous avons réalisé une
surexpression de Ngnl dans la lignée Tg(her4:egfp). Dans ces conditions, Ngnl induit
I’expression ubiquitaire de I’egfp et peut I’induire de maniére autonome cellulaire (Figure
34A-C). Ce résultat indique que si la régulation de her4 par Ngnl est directe, le CRM (Cis-
Regulatory-Module) pour Ngn1l est localisé dans les 3.4kb du promoteur de her4.

L’induction de I’expression de her4 par Ngnl de maniere autonome cellulaire peut
étre un mécanisme permettant de limiter la différenciation neuronale dans un progéniteur qui

exprime un facteur proneural.

wt Tg(hs:ngnt) herd:egfp

Tog(herd: egfp)
10 hpf
10 hpf

Fig. 34: (A-C) Hybridation in situ contre la gfp dans la lignée transgénique her4:egfp dans des embryons
sauvages (A-C) ou Tg(hs:ngnl) (B) a 10 hpf. (C) Double hybridation in situ et immunomarquage contre la gfp et
Ngnl-Myc (9E10) dans un embryon sauvage a 10 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a
38.5°C. (A, B) Vue dorsale de I’embryon et I’antérieur est vers le haut.

3. L’activation de her4 par Ngnl est corrélée a une inhibition de la
différenciation neuronale.

Ngn1 peut induire I’expression ectopique de her4 dans I’ectoderme non neural (Figure
30H) et il est possible que I’expression de her4 dans I’ectoderme non neural bloque la
différenciation neuronale en empéchant que toutes les cellules qui ont recu Ngnl se
différencient en neurones. Nous avons montré précédemment que la surexpression de Ngnl a
7hpf pouvait induire la formation de neurones sensoriels de Rohon-Beard ectopiques dans
I’ectoderme non neural (Figure 31B). Afin de déterminer si cet événement est controlé de
maniere autonome cellulaire par Ngnl, nous avons realisé des expériences de transplantation
de cellules, d’embryons donneurs Tg(hs :ngnl) a des embryons receveurs sauvages. Ce
résultat indique que Ngn1 induit la différenciation neuronale de maniere autonome cellulaire
dans I’ectoderme non neural (Figure 35A). Il est possible que Ngnl induise également
I’expression ectopique de her4 dans I’ectoderme non neural de maniére autonome cellulaire.
Si cela est le cas, certaines cellules ont peut étre recu Ngnl mais n’ont pas pu aller au terme
de la différenciation neuronale. Pour tester cette hypothése, nous avons exprimé Ngnl de
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fagcon mosaique apres injection d’ADN. Cette expérience montre que Ngnl peut activer
I’expression de her4 de maniere autonome cellulaire dans I’ectoderme non neural (Figure
35B). De plus, un triple marquage entre deltaA, her4 et les neurones de Rohon-Beard montre
clairement que deltaA et her4 peuvent étre exprimés dans une méme cellule qui n’est pas
différenciée en neurone (Figure 35C). Ces résultats mettent en évidence que toutes les
cellules qui ont recu Ngnl (expression de deltaA) ne se différencient pas en neurones et

suggerent donc que les génes her peuvent limiter la différenciation neuronale.
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Fig. 35: (A) Double hybridation in situ et immunomarquage contre des cellules transplantées
(rhodamine)/HNK1 dans des embryons Tg(hs :ngnl). (B) Double hybridation in situ et immunomarquage contre
her4 et Ngnl-Myc (9E10) dans des embryons injectés avec hs:ngnl-myc. (C) Immunomarquage contre HNK1
dans des embryons Tg(her4 :rfp) et Tg(delA:gfp) injectés avec hs:ngnl-myc. (A-C) Les grossissements montrent
la colocalisation des marquages rouges et verts dans la méme cellule. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf
durant 1h a 38.5°C. Vue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.

4. L’activation de her4 par Ngnl conduit & une diminution de la transcription
de ngnl.

La surexpression de Ngnl induit une expression ubiquitaire de her4 dans la plaque
neurale (Figure 29E). De plus, la surexpression de Ngnl induit également des neurones
ectopiques islet+ a I’extérieur de la plague neurale mais n’en a pas la capacité dans la plaque
neurale (Figure 30A-C). Cette absence de neurogenése dans la plaque neurale peut étre
corrélée a I’expression ubiquitaire de her4 aprés surexpression de Ngnl. Afin de tester cette
hypothése, j’ai réalisé une expérience qui consiste a surexprimer Ngnl dans la lignée
Tg(8.4ngnl:gfp) puis a observer I’expression de la gfp. De maniére intéressante, I’expression
de la gfp est fortement réduite aprés surexpression de Ngnl (Figure 36A-D). Ce résultat
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suggere que I’expression de Ngn1 peut induire I’expression de her4 qui en retour va réprimer

I’expression de Ngnl au niveau de sa transcription dans une boucle de rétrocontrdle négatif.
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Fig. 36: (A-D) Hybridation in situ contre la gfp (A-D) dans des embryons sauvages (A,B) ou Tg(hs:ngn1l) (C,D)
et Tg(8.4ngnl:gfp) a 10 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. Vue dorsale (A, C) ou
latérale (B, D) de I’embryon et I’antérieur est vers le haut.

Ce mécanisme d’auto-régulation de ngnl par Ngnl ne se limite pas a un contrble
transcriptionnel. En effet, la surexpression de Ngnl a I’aide d’un promoteur inductible par
choc thermique n’est pas soumis a la méme régulation transcriptionnelle que le promoteur
endogene de ngnl et de la lignée Tg(8.4ngnl:gfp). Pourtant, la surexpression de Ngnl par
choc thermique n’induit pas de neurones ectopiques dans la plague neurale suggérant qu’un
mécanisme de régulation peut réduire I’activitt de Ngnl en ajout de la régulation
transcriptionnelle. J’ai défini I’ensemble des mécanismes possibles comme post-
transcriptionnels car ils agissent aprés la transcription de ngnl. Deux hypothéses principales
sont envisageables. Premierement, ces facteurs réguleraient négativement I’expression des
genes cibles de Ngn1 nécessaires a la différenciation neuronale. Deuxiémement, ils pourraient
réguler I’activité de Ngn1 soit en I’empéchant de réguler I’expression de ses genes cibles, soit
en étant en compétition avec lui pour les mémes sites de liaison a I’ADN. En conclusion, il
semblerait que I’activité de Ngnl puisse étre régulée au niveau de sa transcription mais aussi

apres sa transcription afin de prévenir la différenciation neuronale.

5. La perte d’activité des génes her entraine une différenciation neuronale
massive.

La mise en évidence d’une double boucle de régulation de Ngn1l sur her4, autonome et
non autonome cellulaire, met en lumiere la complexité de la régulation de la différenciation
neuronale. Dans le but de déterminer la fonction de ces régulations, nous avons étudié la

neurogenese en utilisant comme paradigme de différenciation neuronale la formation des
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neurones sensoriels de Rohon-Beard car Ngnl est nécessaire et suffisant a la formation de ces
neurones dans la moelle épiniére (Blader et al., 1997; Cornell and Eisen, 2002). Notre
hypothése étant que I’activité des génes her limite la capacité de Ngnl a conduire a la
différenciation neuronale, nous avons testé I’effet d’une surexpression de Ngnl dans un
conteste ou I’activité des génes her est réduite. Dans un mutant mib, I’activité des genes her
dépendante de Notch est abolie. Dans ces conditions, I’équilibre entre Ngn et Her doit étre en
faveur de Ngnl et la surexpression de Ngnl doit induire une différenciation neuronale
massive. En effet, dans ces conditions, la surexpression de Ngnl conduit a une différenciation

neuronale beaucoup plus importante que dans les embryons controles (Figure 37A-H).

wi Tglhs:ngnT) mib Tglhs:ngni) { mib

A B C D =
Fig. 37: (A-H) Double hybridation in situ et immunomarquage contre her4 et HNK1 dans des embryons

sauvages (A,E), Tg(hs:ngnl) (B,F), mib (C,G) ou Tg(hs:ngnl)/mib (D,H) a 24 hpf. Le choc thermique a été
réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. Vue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.

24 hpf

herd /HI

Afin de determiner si I’effet observé dans les embryons mib est dd a la réduction de
I’expression et de I’activité des genes her, j’ai réalisé une expérience de perte de fonction de
trois genes her (her2, her4, herl5) exprimés dans la moelle épiniere et impliqués dans la
formation des neurones de Rohon-Beard a 24 hpf (E.Cau, résultats non publiées). Dans ce
contexte, I’activité des genes her est réduite, ce qui doit entrainer une différenciation
neuronale importante. Effectivement, la perte de fonction des génes her2/4/15 entraine une
différenciation neuronale plus importante dans la moelle épiniére (Figure 38A-D et E.Cau,
résultats non publiées). De plus, la perte de fonction des genes her associée a une
surexpression de Ngnl induit la différenciation d’un nombre tres important de neurones de
Rohon-Beard dans la moelle épiniére et I’ectoderme non neural comparé aux embryons
Tg(hs :ngnl) control (Figure 38A-J). Contrairement aux embryons Tg(hs :ngnl), les
embryons Tg(hs :ngn1)/MO her2/4/15 présentent des neurones ectopigques regroupés en gros
clusters de maniére comparable a ceux observés dans un embryon mib (Figure 38E-J et 37D).
Ces résultats indiquent que les génes her2/4/15 sont impliqués dans la différenciation des

neurones de Rohon-Beard et que bloquer leur activité induit une différenciation neuronale
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plus importante. Cette expérience suggere que I’induction de I’expression des genes her par
Ngnl a pour effet de limiter la différenciation neuronale. Finalement, il semble que les effets
de différenciation massive des neurones de Rohon-Beard observés dans le mutant mib soient

associés a une réduction de I’activité des protéines Her.
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Fig. 38: (A-H) Hybridation in situ contre isletl dans embryons sauvages (A,B), injectés avec les MOher2/4/15
(C,D), Tg(hs:ngnl) (E,F) ou Tg(hs:ngnl) injectés avec les MOher2/4/15 (G,H) a 24 hpfet (1,J)
Immunomarquage contre Isletl dans des embryons Tg(hs:ngnl) (1) ou Tg(hs:ngnl) injectés avec les
MOher2/4/15 (J) a 24 hpf. Le choc thermique a été réalisé a 7 hpf durant 1h a 38.5°C. Pour chaque condition le
cerveau et (haut) et la moelle épiniére (bas) sont présentés. VVue latérale de la queue et I’antérieur est a droite.

La perte de fonction des génes her dans un contexte sauvage, entraine une
différenciation neuronale importante dans la moelle épiniére et le cerveau qui peut étre
corrélée a une absence de régulation négative de la transcription et de I’activité de ngnl
comme dans le mutant mib. Lors d’une surexpression de Ngn1, la perte de fonction des génes
her ne limite plus la capacité de Ngnl a induire la différenciation neuronale. De plus, cette
triple perte de fonction des genes de la famille her associée a une surexpression de Ngnl met
en évidence que les protéines Her peuvent réguler négativement I’activité de Ngnl a un
niveau différent que la transcription. En effet, les protéines Her sont capables d’inhiber
I’activité de Ngnl, qui a été activée par choc thermique. Ce résultat révele que le contréle
négatif de I’activité de Ngnl par les protéines Her peut avoir lieu a plusieurs niveaux apres la
transcription de ngnl de maniere autonome et non autonome cellulaire. Il est envisageable
que les protéines Her puissent réguler I’activité de Ngnl en s’hétérodimérisant avec ou en
étant en compétition pour les mémes sites de fixation au niveau de I’ADN des ses genes

cibles.
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Il est possible que I’activitt de Ngnl puisse a la fois étre requise pour la
différenciation neuronale mais egalement pour la limiter et ainsi prévenir I’épuisement du
stock de progeéniteurs neuraux. Dans ce cas, I’équilibre entre maintien de I’état progéniteur
neural et neurone différencié pourrait &tre comparé a un équilibre entre I’activité de Ngnl et
celle des protéines Her comme suggéré par les oscillations inverses observées entre Ngnl et

Her dans les progéniteurs neuraux.

6. Conclusion.

L’ensemble de ces résultats suggere que I’activité de Ngnl a induire des neurones est
limitée par I’expression des génes her. Donc, la capacité de Ngnl a induire de maniére non
autonome et autonome cellulaire I’expression de her4 et herl5 a pour effet de restreindre sa
propre activité dans le but de réguler la différenciation neuronale. Ce mécanisme est indirect
pour réduire I’expression de Ngnl dans les progeniteur neuraux voisins, et directs pour
restreindre I’expression de maniére autonome cellulaire. Comme les protéines Her peuvent
réguler I’expression de ngnl a un niveau transcriptionnel et « post-transcriptionnel », ces
mécanismes peuvent permettre une diminution rapide de I’expression et de I’activité de ngnl.
L’intégration des niveaux de protéines Ngnl et Her a un moment donné peut étre la clé de
I’équilibre entre prolifération et différenciation des progéniteurs neuraux et du contrdle de la
différenciation neuronale. Cette double boucle de rétrocontréle autonome et non autonome
cellulaire, positif de Ngn1 sur her puis négatif de Her sur ngnl, est peut étre a la base des
oscillations inverses observées entre Ngn et Her dans les progéniteurs neuraux (Kageyama et
al., 2008b; Shimojo et al., 2008). Ces oscillations ont pour but de maintenir les progéniteurs
en prolifération afin de prévenir une différenciation massive et une déplétion du stock de
progéniteurs. Finalement, il est envisageable que cette complexité d’autorégulation entre les
protéines Ngn et Her ait pour but de maintenir en I’état un stock de progéniteurs neuraux
nécessaires a la formation d’une énorme variété de neurones tout au long du développement et

aboutir a un systeme nerveux fonctionnel.

7. Perspectives.

Dans le futur, afin de mieux appréhender la fonction de la régulation autonome
cellulaire de her4 par Ngnl dans la différenciation neuronale, deux questions primordiales

doivent étre abordees : quelle est la fonction de la régulation de her4 et est-il effectivement
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une cible directe de Ngnl? Dans ce paragraphe, je vais envisager des expériences qui

pourraient permettre de répondre a ces questions.

1) Her4 réduit I’activité de Ngnl et bloque la différenciation ?

La surexpression ubiquitaire de Ngnl conduit a la formation de neurones ectopiques dans
I’épiderme des embryons de poisson zébre. Neanmoins, toutes les cellules qui re¢oivent Ngnl
ne se différencient pas en neurones. Notre hypothése est que I’induction autonome cellulaire
des genes her par Ngnl limite la capacité de différenciation car la surexpression de Ngnl lors
d’une perte de fonction des génes her (herMo) induit une différenciation neuronale massive.

Dans un premier temps, il sera nécessaire de confirmer les résultats obtenus lors de
I’injection de herMo (Figure 38). En effet, les résultats sont préliminaires et il est nécessaire
de quantifier précisément la différenciation neuronale dans les différents contextes. Dans ce
but, il sera important d’utiliser un marqueur d’une sous population neuronale spécifique (par
exemple, tIx3a qui marque specifiqguement les neurones sensoriels de Rohon-Beard). Ainsi, il
sera plus facile de quantifier la différenciation neuronale dans I’ectoderme non neural et la
moelle épiniére en présence de herMo et/ou surexpression de Ngn1.

Dans un deuxiéme temps, je propose d’étudier la fonction de la régulation autonome
cellulaire des genes her par Ngnl par des expériences de transplantation de cellules. Pour ce
faire il est possible de reduire I’expression des genes her dans un embryon donneur
Tg(hs:ngnl) dont les cellules seront transplantées dans un embryon receveur sauvage afin
d’étudier uniquement la fonction autonome cellulaire de I’activation des génes her par Ngn1.
L’expression de Ngnl dans ces cellules transplantées sera induite par choc thermique. La
capacité des cellules transplantées a se différencier en neurones sera analysée et comparéee
entre les embryons donneurs Tg(hs:ngnl) et Tg(hs:ngnl)/herMo. Si les facteurs Her limitent
la capacité des cellules qui expriment Ngnl & se différencier, les cellules herMo se

différencieront plus fréquemment.

2) Ngnl régule directement I’expression de her4?

Afin de valider her4 comme une cible directe de Ngnl, il faudrait identifier le CRM de
Ngnl dans le promoteur de her4. Dans ce but, j’envisage une analyse par expression
transitoire que j’ai déja utilisée avec succes pour identifier le CRM de Ngnl sur deltaA.

Différentes constructions rapportrices her4:CAT seront générées a partir de délétions
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successives et injectées dans des embryons de poisson zébre au stade une cellule avec I’ARN
codant pour Ngnl et un rapporteur lacZ (contenant 3.4kb du promoteur her4). Les embryons
se développeront dans du DAPT (agent pharmacologique bloguant I’activité de Notch)
jusqu’a 10 hpf. Le DAPT permettra d’étudier uniquement I’induction autonome cellulaire de
her4 par Ngnl. Apres un dosage ELISA, le ratio entre I’expression de CAT et fGal indique si
la délétion a éliminé un potentiel CRM pour Ngnl. Finalement, des constructions rapportrices
fusionnées a la GFP seront établies avec le fragment de 3.4kb du promoteur de her4 ou les E-
Box (CANATG) localisées dans le CRM précedemment identifié seront mutées. L’analyse de
I’expression de la GFP dirigée par ces promoteurs permettra de valider in vivo les résultats
obtenus in vitro et d’identifier quelles sont les E-Box nécessaires a I’activation de her4 par
Ngnl.

Dans un deuxiéme temps, les interactions moléculaires entre Ngn1 et les E-Box localisees
dans le CRM précédemment identifié seront étudiées par gel retard (EMSA) et
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Ces expériences permettront de définir si les E-
Box identifiées par I’approche d’analyse fonctionnelle du promoteur de her4 sont capables de

fixer Ngn1 et donc si her4 est une cible directe de Ngn1.
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IV. Partially redundant proneural function reveals the importance of timing during
zebrafish olfactory neurogenesis.

Le systeme olfactif du poisson zebre se développe a partir d’une placode olfactive qui
donnera I’épithélium olfactif plus tard durant le développement (Whitlock and Westerfield,
2000). Le futur domaine olfactif est localisé dans la partie la plus antérieure de la plaque
neurale et est situé a la frontiére entre I’ectoderme neural et non neural. Ce domaine est une
population cellulaire mixte de progéniteurs du futur télencéphale et de la future placode
olfactive. Ces deux populations de progéniteurs ségrégent et deviennent distinctes a 19 hpf.
Le systeme olfactif est composé de deux sous-types neuronaux majeurs, les neurones
pionniers et les neurones olfactifs.

Actuellement, peu de données sont connues sur les facteurs contrdlant la formation et
la spécification de ces neurones chez le poisson zébre. Le patron d’expression du facteur
proneural Ngnl suggere qu’il peut avoir une fonction dans le développement du systéme
olfactif (Blader et al., 1997; Blader et al., 2003). Nous avons utilisé un mutant pour ngnl et
montré que dans ce contexte, la formation des neurones pionniers est affectée et la formation
des neurones olfactifs retardée. De plus nous avons identifié le facteur neurogénique NeuroD4
comme régulé de maniére dépendante et indépendante de Ngnl en fonction du stade. La
double perte de fonction de ngnl et neuroD4 conduit a une dramatique réduction des
neurones pionniers et a une absence de neurones olfactifs. Cette étude met en évidence que les
facteurs proneuraux de la famille atonal sont les facteurs clé dans le contréle du

développement du systéeme olfactif chez le poisson zébre.
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Summary:

Neurogenesis in the mouse olfactory epithelium relies on sequential activity of
members of the Acheate-scute and Atonal families of bHLH proneural factors. Little is
known, however, concerning proneural gene function during olfactory neurogenesis
in the zebrafish. Here, we show that abrogation of the function of two zebrafish
Atonal family genes, neurogeninl (ngnl) and neurod4, results in the loss of both
early-born olfactory neurons (EON) and later olfactory sensory neurons (OSN). We
show that neurod4 expression is initially absent in ngnl mutant embryos. However,
its expression recovers and is sufficient for the correct development of OSN, albeit
with a delay. On the contrary, the number of EON in ngnl mutant embryos is
significantly reduced despite the recovery of neurod4 expression. Our results suggest
that a shortened time window for EON development causes this reduction; EON
leave the cell cycle later in ngnl mutants than in their wild type siblings but in both
cases EON are post-mitotic at 24 hours post-fertilisation. Finally, we show that not all
aspects of EON character recover in the ngnl mutant. We conclude that the time of
exposure of EON progenitors to Ngnl activity is a critical parameter for the correct

development of the zebrafish olfactory system.

76



Introduction

The nervous system is established via a tightly controlled series of events,
generically known as neurogenesis, which assures that the appropriate subtypes of
neurons are born in the correct places and numbers, and at the correct times during
embryogenesis. Many of the molecular mechanisms that regulate neurogenesis have
been unravelled in the fruit fly (Gomez-Skarmeta et al., 2003). A key step during the
initial phase of this process is the establishment of so-called proneural clusters in the
Drosophila neuroectoderm, which are characterised by expression of proneural
genes that belong to the basic helix-loop-helix (bHLH) family of transcriptional
activators (Dambly-Chaudiere and Vervoort, 1998). The conservation of genes
homologous to Drosophila proneural genes, such as members of the neurogenin
(ngn) and acheate-scute like (ascl) families, indicates that similar mechanisms are
also at work in vertebrates (Bertrand et al., 2002).

The olfactory system has proven to be an attractive model for studying the role
of proneural genes during vertebrate neurogenesis. In the mouse embryo, olfactory
sensory neurons (OSN) are born in the sensory epithelium that is itself derived from a
pair of epidermal thickenings, or placodes, located on either side of the anterior
neural plate (Cuschieri and Bannister, 1975a; Cuschieri and Bannister, 1975b; Smart,
1971). Loss-of-function studies in mice have shown that the sequential activity of
members of the Ascl and Ngn families of proneural genes are required for the
majority of OSN that develop. Indeed, the current model suggests that progenitor
cells expressing Ascll gives rise to intermediate precursors which require Ngnl for
differentiation (Cau et al., 2002; Cau et al., 1997; Guillemot et al., 1993; Nicolay et
al., 2006). More recently, it has been shown that the winged-helix transcription factor
FoxG1l acts upstream of Ascll for correct olfactory neurogenesis (Duggan et al.,
2008). Similarly, microRNAs of the miR-200 family have been implicated in the
maintenance of olfactory neurogenesis (Choi et al., 2008).

As in the mouse, olfactory neurogenesis in the zebrafish embryo occurs in
placodes flanking the anterior neural plate. It has been shown that olfactory placodes
themselves fate-map to a horseshoe shaped population of cells at the frontier
between the anterior neural plate and the adjacent non-neural ectoderm (Whitlock
and Westerfield, 2000). While this region gives rise both to the olfactory placodes and
the telencephalon, progenitors of olfactory neurons are generally located more

laterally and telencephalic progenitors more medially (Whitlock and Westerfield,
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2000). Progenitors of olfactory neurons coalesce to form the olfactory placodes in a
process that requires the chemokine receptor Cxcrdb and its ligand Cxcll2a
(previously known as Sdfla) (Miyasaka et al., 2007). Subsequently, neurons are born
in two waves with the development of a population of so-called pioneer neurons
preceding the birth of mature OSN (Whitlock and Westerfield, 1998). Pioneer
neurons are required for the correct projection of OSN axons to the olfactory bulb and
undergo apoptosis once the first OSN axons have correctly reached their targets
(Whitlock and Westerfield, 1998). As for correct placode formation at earlier stages,
the Cxcl12a/Cxcrdb couple is required for the proper guidance of pioneer axons
(Miyasaka et al., 2007; Yoshihara, 2009); the Robo-2 receptor and Slit ligands have
also been implicated in fasciculation/guidance of axons of olfactory neurons
(Miyasaka et al., 2005; Yoshihara, 2009). Surprisingly, however, while a requirement
for FoxG1 and microRNAs has apparently been conserved between zebrafish and
mouse during the early steps of olfactory neurogenesis, nothing is known concerning
proneural gene function during the development of either early or late-born olfactory
neurons in zebrafish (Choi et al., 2008; Duggan et al., 2008).

Here, we describe the role of neurogeninl (ngnl) and a second proneural
gene of the Atonal family, neurod4, during olfactory neurogenesis in the zebrafish
embryo. Our results indicate that these genes are redundantly required for the
development of early-born olfactory neurons and later olfactory sensory neurons. We
also show that while the initial phase of neurod4 expression requires Ngnl, neurod4
expression recovers in the ngnl mutant; the late recovery of neurod4 expression is
sufficient for a reduced number of early-born neurons to develop. Finally, we show
that there is a significant delay in the formation of mature OSN in ngnl mutants
despite the recovery of Neurod4 activity. Taken together, these results show that

zebrafish uses a distinct strategy for olfactory neurogenesis than the mouse.
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Materials and Methods
Fish lines and developmental conditions

Embryos were raised and staged according to standard protocols (Kimmel et
al., 1995). Embryos homozygous for the ngn1"®° mutation (Golling et al., 2002)
were obtained by intercrossing heterozygous carriers; adults heterozygous for the
ngn1"%° allele were identified by PCR genotyping of tail-clip genomic DNA. The
previously described Tg(8.4ngnl:gfp) transgenic line was use to visualize early-born
olfactory neurons (Blader et al., 2003). Embryos were fixed overnight at 4°C in 4%
paraformaldehyde/1xPBS, after which they were dehydrated through an ethanol

series and stored at —20°C until use.

In situ hybridization and immunostaining

In situ hybridizations were performed as previously described (Oxtoby and
Jowett, 1993). Antisense DIG labelled probes for ngnl (Blader et al., 1997), gfp
(Blader et al., 2003), neurod4 (Park et al., 2003), deltaA (Haddon et al., 1998),
olfactory marker protein (Celik et al., 2002), robo2 (Lee et al., 2001), gefiltin (Asch et
al., 1998), olfactomedinlb (Nakaya and Tomarev, 2007) and insulinoma associated-
1b (Lukowski et al., 2006) were generated using standard procedures. In situs were
revealed using either BCIP and NBT (Roche) or Fast Red (Roche) as substrate.
Immunohistochemical stainings were performed as previously described (Masai et
al., 1997), using either anti-GFP (1/1000, Torrey Pines Biolabs), zns-2 (1/250,
(Trevarrow et al., 1990)) or anti-HuC/D (1/500, Moleculer Probes); secondary
antibodies used were Alexa 488 or Alexa 555-conjugated goat anti-rabbit IgG or goat

anti-mouse 1gG (1/1000, Molecular Probes).

Antisense morpholino injection

For morpholino knock-downs, embryos were injected at the one cell stage with
either of two morpholinos specific for neurod4, neurod4-MO1 and neurod4-MO2
using the previously described concentrations (Park et al., 2003).

BrdU birthdating, image acquisition and cell counting
For birthdating, embryos were incubated in embryo medium supplemented
with 10 mM 5-bromo-2-deoxyuridine and 8% DMSO for 20 minutes on ice followed by

incubation at 28.5°C until the desired stage was reached; while embryos incubated
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beginning at stages up to 20 hpf were fixed at 24 hpf, embryos incubated at 24 hpf
were fixed at 28 hpf. BrdU incorporation was detected by immunohistochemistry
using an anti-BrdU antibody (G3G4, 1/500, Developmental Studies Hybridoma Bank).
Confocal acquisitions were achieved using a Leica (SP5). Images were subsequently
manipulated using Photoshop (Adobe) software. For cell counting, confocal stacks

were analysed using ImageJ software.
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Results

Tg(8.4ngnl:gfp) is a marker of early-born olfactory neurons in the zebrafish
olfactory placode

The expression of the proneural gene neurogeninl (ngnl) at the border between the
neural and non-neural ectoderm in the anterior part of the neural plate suggests that
this basic Helix-Loop-Helix (bHLH) transcription factor is involved in the development
of early-born olfactory neurons and/or olfactory sensory neurons (Fig. S1A; (Blader et
al., 1997). To address this possibility, we mapped the expression of ngnl relative to
these two neural populations using a previously described transgenic strain in which
GFP expression is driven by regulatory elements located immediately upstream of
the ngnl coding sequence, Tg(8.4ngnl:gfp) (Blader et al., 2003). At 24 hours post-
fertilisation (hpf), all GFP positive cells driven by the ngnl transgene in the olfactory
placode express the early marker of post-mitotic neurons HuC/D (Fig. 1A-C,M).
Similarly, all transgene positive cells are recognised by the monoclonal antibody zns-
2, previously described as a marker of pioneer neurons in the zebrafish olfactory
placode (Fig. 1D-F,M; (Trevarrow et al., 1990; Whitlock and Westerfield, 1998)).
Thus, at 24 hpf Tg(8.4ngn1:gfp)-positive neurons are the only post-mitotic cells in the
olfactory placode and all appear to be pioneer neurons. By 48 hpf, the size of the
developing olfactory placode has increased. Nonetheless, the number of
Tg(8.4ngnl:gfp) expressing cells remains unchanged after the first day of
development; 95.15+/-11.77 Tg(8.4ngnl:gfp) positive cells at 24 hpf versus 94.40+/-
13.32 at 36 hpf. Also, while at 24 hpf all HuC/D-positive cells are GFP positive, at 48
hpf a significant proportion of the HuC/D-positive cells is negative for transgene
expression (Fig. 1G-l). In contrast to Tg(8.4ngnl:gfp)+ neurons, which are located
superficially in the olfactory placode at 48 hpf, the HUC/D+;Tg(8.4ngn1:gfp)- cells are
located deeper in the placode, closer to the telencephalon. Olfactory sensory
neurons can be visualised at 48 hpf by the expression of the olfactory marker protein
(omp) gene, (Sato et al.,, 2005). Similar to the HuC/D+;Tg(8.4ngn1:gfp)- cells, cells
expressing omp are located more deeply in the olfactory placode at this stage (Fig.
1J-L). Thus, using the markers described here, at 48 hpf the olfactory placode can be
schematically represented as an inner HUuC/D+;Tg(8.4ngn1:gfp)+ population of early-
born olfactory neurons (EON) surrounded by an outer cup of omp+;Tg(8.4ngnl.gfp)-
olfactory sensory neurons (OSN; Fig. 1N).
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The development of early-born olfactory neurons is affected but not eliminated
in ngnl mutant embryos
The restricted expression of the Tg(8.4ngnl:gfp) reporter line suggests a role for
ngnl in the generation of EON. To examine this possibility, we assessed the
development of these neurons in a ngnl mutant background at 24 hpf by following
the expression of the Tg(8.4ngn1:gfp) transgene and/or HUC/D (Golling et al., 2002);
expression of the transgene does not appear to be directly regulated by ngnl itself
and, thus, can be used to count the number of EON in the mutant context (Fig. S1A-
C). We found that the development of early-born olfactory neurons is affected in ngnl
mutant embryos with mutant embryos displaying approximately half the numbers as
their wild-type siblings at 24 hpf (Fig. 2A,C and 5A,B,E). The deficit in neurons is
quite variable with embryos displaying greater than (15%) or less than (15%) one
standard deviation of EON relative to the average number in the mutant (Fig. 2B-D).
The reduction in the number of early-born olfactory neurons in ngnl mutant
embryos at 24 hpf could reflect either a general reduction in neurogenesis (neurons
are born at the correct time but at a reduced rate) or a delay in their development
(neurons are born later). To distinguish between these possibilities, we assessed the
deficit at earlier stages in the ngnl mutant. At 22 hpf a clear reduction in the number
of HUC/D+ cells is already apparent in the ngnl mutant relative wild-type siblings
(Fig. 2E,F). More strikingly, at 19 hpf when the dorsal telencephalic and olfactory
lineages have become visibly segregated, a complete absence of HUC/D neurons is
apparent in the olfactory anlagen in ngnl mutant embryos (Fig. 2G,H). These results
suggest that the genesis of early-born olfactory neurons is delayed in the absence of

ngnl function.

Cell cycle exit of early-born olfactory neurons is delayed in ngnl mutant

embryos

The delay in the generation of HuUC/D+ neurons in the developing olfactory anlage of
ngnl mutant embryos suggests either that neural progenitors leave the cell cycle
later or that the time between cell cycle exit and differentiation is longer in the mutant.
To address these two possibilities, we performed birthdating experiments using
Bromodeoxyuridine (BrdU) in Tg(8.4ngnl:gfp) transgenic embryos. When BrdU was
applied from 8 or 12 hpf, at 24 hpf virtually all GFP+ cells are also BrdU+ indicating
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that EON progenitors have yet to leave the cell cycle at these stages in either wild
type or mutant embryos (Fig. 3G). In contrast, while approximately 90% of
Tg(8.4ngnl:gfp)+ are BrdU+ when mutant embryos are labelled from 16 hpf, only
56% of EON precursors remain in the cell cycle in wild type embryos at the same
stage (Fig. 3A,D,G). Labelling from 20 hpf leads to an overall reduction in the number
of Tg(8.4ngnl:gfp)+ that are BrdU+ in either mutant or wild type embryos.
Nonetheless, over twice as many EON progenitors still incorporate BrdU in the
mutant relative to wild type (75+/-14% in mutants versus 35+/-15% in wt siblings; Fig.
3B,E,G). Finally, very few early-born olfactory neurons cycle at 24 hpf in either
mutant or wild type embryos (Fig. 3C,F,G). Thus, the differences between the
incorporation curves obtained for mutant and wild type embryos indicate that cell
cycle exit of early-born olfactory neurons is delayed in the absence of Ngn1l function.
Interestingly, however, our BrdU experiments confirm our counts of Tg(8.4ngnl:gfp)+
neurons at 24 and 36 hpf that suggested that few if any of these neurons are born

after 24 hpf in either genetic context.

Neurod4 acts redundantly with Ngnl during development of early-born
olfactory neurons

While ngnl plays an apparently important role for the development of early-born
olfactory neurons in the zebrafish, the incomplete penetrance of the EON deficit in
the ngnl mutant suggests that there are other proneural factors with at least partially
overlapping function relative to Ngnl. The neurod4 gene (previously known as zath3)
encodes a proneural transcription factor with a bHLH domain highly similar to that of
Ngnl (Park et al., 2003; Wang et al., 2003). Furthermore, Ngnl and Neurod4 have
redundant functions during the development of some cranial ganglia in zebrafish
(Park et al., 2003). With this in mind, we analysed the expression of neurod4 to
address the possibility of redundancy between these two proneural genes during
early neurogenesis in the olfactory placode.

As previously described, the expression pattern of neurod4 resembles that of
ngnl (Blader et al., 1997; Korzh et al., 1998; Park et al., 2003; Wang et al., 2003). In
the developing olfactory system, neurod4 expression is first detected at 11 hpf in
cells at the boundary of the anterior neural plate, a stage shortly after the onset of

expression of ngnl (Fig. 4A and data not shown; (Blader et al., 1997; Korzh et al.,
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1998)). Increasing levels of neurod4 expression in this region accompany the
convergence of the anterior neural plate such that by 17 hpf strong expression can
be detected in the mixed telencephalo-olfactory lineage (Fig. 4B-D). At 19 hpf, when
the telencephalic and olfactory lineages have segregated, robust neurod4 expression
can be detected in both territories (Fig. 4E). Expression of neurod4 continues in the
developing olfactory placode at 22 hpf but at this stage it is largely excluded from the
population of neurons expressing Tg(8.4ngnl:gfp) (Fig. 4F). Finally, at 24 hpf the
expression of neurod4 is detected as an outer cup of cells surrounding the population
of Tg(8.4ngnl:gfp)+ neurons (Fig. 4G). Taken together, the pattern of expression of
neurod4 is coherent with a role for this proneural factor during neurogenesis in the
developing olfactory system.

To address whether neurod4 might play a role in the development early-born
olfactory neurons in the absence of Ngnl function, we next analysed the pattern of
neurod4 expression in the ngnl mutant. Somewhat surprisingly, the expression of
neurod4 is completely absent in ngnl mutant embryos up to 17 hpf (Fig. 4A-C versus
4H-J). At later stages, however, the expression of neurod4 in the olfactory placode is
practically identical to that in wild type embryos (Fig. 4D-G versus 4K-N). This said,
while neurod4 expression is largely unaffected after 17 hpf in terms of the number of
expressing cells and the domain of expression, in contrast to the wild type situation
co-labelling between cells expressing Tg(8.4ngnl:gfp) and neurod4 is apparent in the
mutant at 22 hpf (Fig. 4F versus M). Nonetheless, the recovery of neurod4
expression at 17 hpf in the ngnl mutant is coherent with the possibility that the
generation of residual EON in the ngnl mutant is under the control of Neurod4.

Finally, we used a morpholino knock-down approach, either alone or in the
ngnl mutant background, to confirm a role for neurod4 in the development of early-
born olfactory neurons. As described above, there is a 2-fold reduction in the number
of Tg(8.4ngnl:gfp)+ neurons in the ngnl mutant (Fig. 5A,B,E). There is also a
significant, although less pronounced, reduction in the number of EON in neurod4
morphants (Fig. 5C,E). Simultaneous abrogation of both neurod4 and ngnl function,
however, reduces the number of EON by 80 percent relative to wild type levels (Fig.
5D,E); the reduction in the double loss-of-function situation is also significantly
increased when compared to counts in the ngnl mutant alone (Fig. 5E). Taken
together, our expression studies and functional analysis indicate that the generation
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of early-born olfactory neurons in the developing zebrafish olfactory system is

controlled by the redundant activities of Ngnl and Neurod4.

Ngnl and Neurod4 redundantly control olfactory sensory neurons
development

We have shown that the expression of neurod4 at 24 hpf is restricted to cells of the
olfactory placode immediately adjacent to the telencephalon and excluded from
Tg(8.4ngnl:gfp)-positive neurons (Fig. 4G). Furthermore, our birthdating studies
indicate that the cells at this position incorporate BrdU at this stage (Fig. 3C). Taken
together, these results suggest that neurod4 expressing cells at 24 hpf are cycling
neural progenitor. As few, if any, early-born neurons remain in the cell cycle at this
stage, we conclude that these neurod4 expressing cells are progenitors of olfactory
sensory neurons (OSN).

To address a possible role for neurod4 in the development of OSN, we first
analysed the expression of markers of neural progenitors in neurod4 morphant
embryos. The transcription of deltaA is directly regulated by proneural genes in
neural progenitors (Madelaine and Blader, 2010). Likewise, a second target of
proneural genes, insulinoma associated-1b (insmlb) is expressed in the olfactory
placode during development (Fig. S2A-C; (Castro et al., 2006; Lukowski et al.,
2006)). Accordingly, deltaA and insmlb expression are comparable to that of
neurod4 at 24 hpf (Fig. 6A,A’ and Fig. S2G). A similar pattern of deltaA or insmlb
expression is detected in embryos injected with the neurod4 morpholino (Fig. 6B,B’
and Fig. S2H). These results suggest that, as for EON, redundancy between
proneural factors exists during the development of OSN. While ngnl is no longer
expressed in the olfactory placode at 22 hpf, residual expression can be detected up
to 20 hpf leaving open the possibility that ngnl also acts together with neurod4
during at least the early phase of OSN development (Fig. S1D-G). Consistent with
this idea, while deltaA and insmlb expression are unaffected in ngnl mutant
embryos at 24 hpf (Fig. 6C,C’ and Fig. S2D-F,l), no deltaA or insm1lb expression is
detected in embryos lacking both neurod4 and ngnl function (Fig. 6D,D’ and Fig.
S2J).

Next, we analysed the effect of abrogating neurod4 and/or ngnl function on

the expression of the marker of specified olfactory sensory neurons, omp (Sato et al.,
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2005). As for deltaA, omp expression in neurod4 morphants is indistinguishable from
wild type at all stages analysed (Fig. 6E,I,M versus Fig. 6F,J,N). On the contrary,
while omp expression in ngnl mutant embryos resembles that in wild type siblings at
48 hpf, expression is severely reduced in the mutant at 36 hpf and cannot be
detected at 24 hpf (Fig. 6G,K,0); in the absence of both neurod4 and ngnl activity
the expression of omp is missing at all stages up to 48 hpf (Fig. 6H,L,P). We
conclude that the redundant function of neurod4 and ngnl is necessary for the
formation of OSN. Moreover, our results show that the activity of Ngnl prior to the
stage when neurod4 expression becomes independent of Ngnl (approx. 17 hpf) is

necessary for OSN specification to be correctly initiated at 24 hpf.

Ngnl prefigures aspects of early-born olfactory neurons identity

Our BrdU experiments suggest that whereas early-born olfactory neurons leave the
cell cycle starting at 12 hpf in wild type embryos, residual neurons present in the
ngnl mutant only begin leaving the cell cycle around 18 hpf, when the expression of
neurod4 become independent of Ngnl. On the other hand, relatively few EON
appear to become post-mitotic after 24 hpf in either wild type or mutant embryos.
Thus, we asked whether the shortened time window of EON development in the ngnl
mutant is nonetheless sufficient for the reduced number of neurons that are born to
activate all aspects of the EON genetic programme.

The zebrafish robo2 gene encodes an evolutionarily conserved
transmembrane receptor protein of the immunoglobulin superfamily that is required
for fasciculation of axons during their projection from the olfactory placode to the
olfactory bulb (Miyasaka et al., 2005). The expression of robo2 during development
of the olfactory placode begins at 20 hpf, is robust between 24 and 36 hpf after which
its expression quickly diminishes (Miyasaka et al., 2005). We find that robo2
expression overlaps completely with the Tg(8.4ngnl:gfp) transgene at 24 and 36 hpf
in wild type embryos suggesting that it is specific to EON (Fig. 7A-C and Fig. 7G-I). In
contrast to the wild type situation, robo2 expression is not detected in
Tg(8.4ngnl:gfp)+ cells in ngnl mutant siblings at 24 hpf (Fig. 7D-F); the expression
of robo2 never significantly recovers in the mutants (Fig.7 J-L and data not show).
Similarly, the expression of olfactomedin 1b (olfm1b) and gefiltin (gef) is restricted to

EON at 24 hpf in wild type embryos and absent from ngnl mutant olfactory placodes
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(Fig. S3A-L; (Asch et al., 1998; Nakaya and Tomarev, 2007)). Unlike robo2,
expression of olfmlb and gef is not specific to EON and can be detected in OSN at
later stages in wild type embryos. Accordingly, the expression of these two genes
recovers in the OSN of ngnl mutant embryos but with a delay similar to that of omp
suggesting that NeuroD4 has the ability to drive olfmlb and gef expression (data not
shown). Nonetheless, their expression never recovers in residual EON in the mutant
even at later stages. Thus, while neurons with certain facets of EON character can
develop in the absence of Ngnl function, the reduced time window available for the
development of these neurons in the ngnl mutant is apparently not sufficient for all

aspect of their specification to be realised.
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Discussion

In the present study, we describe the role of two Atonal family proneural genes,
neurogeninl (ngnl) and neurod4, during olfactory neurogenesis in the early
zebrafish embryo. Our results suggest that these genes have largely redundant
functions during the development of olfactory neurons. Interestingly, however, the
early phase of neurod4 expression requires Ngnl. As a consequence, there is a
delay in the development of olfactory neurons in the ngnl mutant (schematically
represented in Fig. 8). Here, we discuss these results relative to previous studies in
the zebrafish and mouse.

Our interest in identifying proneural genes required for the development of
olfactory neurons in the zebrafish led us to characterize the expression of the
Tg(8.4ngnl:gfp) transgene in the olfactory system (Blader et al., 2003). We found
that at 24 hours post-fertilisation (hpf), GFP expression driven by the transgene is
restricted to post-mitotic neurons in the olfactory placode. As all GFP+ cells are also
recognised by the antibody zns-2, we initially concluded that Tg(8.4ngnl:gfp)
transgene is a novel marker of pioneer neurons; zns-2 was originally described as a
marker of pioneer neurons (Whitlock and Westerfield, 1998). However, while our
counts suggest that there are approximately 95 GFP+/zns-2+ cells per placode, only
11 zns-2+ neurons/placode were reported in the initial characterisation of zns-2
expression at the same stages (Whitlock and Westerfield, 1998). We subsequently
performed birthdating studies on Tg(8.4ngnl:gfp)+ cells. Here again differences exist
with earlier work; based on single cell fate mapping and morphological criteria it was
previously shown that pioneer neurons are post-mitotic by 12 hpf (Whitlock and
Westerfield, 1998; Whitlock and Westerfield, 2000), while our results indicate that
Tg(8.4ngnl:gfp)+ cells can incorporate BrdU up to 20-24 hpf. A simple explanation
for these discrepancies would be that only a subset of transgene expressing cells are
in fact pioneer neurons; the corollary being that zns-2 is not a specific marker of
pioneer neurons, an idea supported by the reported co-expression of the olfactory
sensory neuron marker Tg(omp:YFP) and zns-2 (Miyasaka et al., 2007). However, it
does not appear that the majority of Tg(8.4ngnl:gfp)+ cells are olfactory sensory
neurons either as we show here that only a few cells co-express omp and the
Tg(8.4ngn1l:gfp) transgene. It is apparent, therefore, that there is more heterogeneity
in olfactory neurons subtypes than previously appreciated. As such, and to avoid

confusion with the previous “pioneer/OSN” nomenclature, we have chosen to refer to
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the Tg(8.4ngnl;gfp)+ neurons described in our study as early-born olfactory neurons
(EON) rather than pioneer neurons. The characterisation of novel molecular markers
will help refine our understanding of the complexity of early neural subtypes in this
system.

The conserved role of Foxgl and members of the miR200 microRNA family
during early olfactory development in mice and zebrafish suggests an overall
conservation of developmental strategy for the olfactory system in these two species
(Choi et al., 2008; Duggan et al., 2008); the conserved role of Robo-2 in the guidance
of OSN axons later in development would seem to confirm this idea (Cho et al.,
2007). Our study, however, shows that this is not completely the case as while in the
mouse olfactory sensory epithelium Ascll acts as the dominant proneural factor, we
show here that in the zebrafish a redundant pair of Atonal family members, ngnl and
neurod4, play this role (this study and (Cau et al., 2002; Cau et al., 1997; Guillemot et
al., 1993)). The significance of this difference is not clear. Knock-in experiments in
the mouse have shown that Ngn2 can effectively replace Asclla in the development
of the mouse olfactory epithelium suggesting that there is no apparent “specification
role” for the proneural gene used after olfactory neurons are determined (Parras et
al., 2002). On the other hand, the deficit in early-born olfactory neurons in the ngnl
mutant in zebrafish can be rescued by the mis-expression of ngnl but not asclla
(R.M. and P.B., unpublished observations). We conclude from this that the choice of
proneural gene is, at least in the case of early-born neurons in the zebrafish, crucial
for correct specification of neural sub-type identity in the zebrafish olfactory system. It
is possible that there is no equivalent to zebrafish early-born olfactory neurons in the
mouse. Furthermore, asclla is expressed in a restricted domain of OSN progenitors
in the zebrafish olfactory placode at 24 hpf suggesting it might have a role to play in
the development of OSN in the zebrafish, as it does in the mouse (R.M. and P.B.,
unpublished observations). However, in the asclla mutation, pituitary absent (pia),
we have not detected any defect in olfactory neurogenesis or in ngnl/neurod4
expression (R.M. and P.B., unpublished observations (Pogoda et al., 2006)).
Moreover, the abrogation of both ngnl and neurod4 activity is sufficient to eliminate
OSN development up to 48 hpf indicating that at best asclla acts downstream of the
combined activity of these two genes. If there is a later role for Asclla during

olfactory neurogenesis in the zebrafish remains an open question.
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The correct development of early-born and mature olfactory sensory neurons
in the zebrafish olfactory placode apparently requires the redundant activity of Ngnl
and Neurod4. Our data also suggest that while neurod4 is a transcriptional target of
Ngnl up to 17 hpf, its expression becomes independent of Ngnl activity after this
stage. The timing of the recovery of cell-cycle exit of early-born olfactory neurons in
the olfactory placode of ngnl mutant zebrafish embryos coincides well with the
recovery of neurod4 expression in the mutant. From this we conclude that the
expression of either gene is sufficient to drive the progenitors of early-born olfactory
neurons out of the cell cycle. In the mouse, it has been suggested that Neurod4 (also
known as Math3) synergises with Ngn2 during the establishment of certain aspects
cortical identity (Mattar et al., 2008); physical interaction between these bHLH
proteins has been shown to lead to an increased efficiency in target gene induction.
Furthermore, Neurod4 behaves as an Ngn2 target gene in the mouse cortex
highlighting similarities between the two systems. However, it is not clear if Ngn2 and
Neurod4 have truly redundant functions in the mouse, as to our knowledge double
Ngn2/Neurod4 loss-of-function studies have not been reported for the cortex. It is
also not clear if Ngnl and Neurod4 synergise to regulate the transcription of targets
in the zebrafish olfactory system. A slight reduction in the number of early-born
olfactory neurons is detected in neurod4 morphant embryos. However, it remains
unclear whether this reflects that Ngn1 functions less well in the absence of Neurod4
(synergy) or that the last early-born neurons cannot develop in the neurod4 morphant
once ngnl expression stops in the olfactory placode at 20 hpf (redundancy). Finally,
it remains to be determined what advantage exists in having redundant bHLH factors
if one of the factors initially regulates the other, thereby apparently eliminating any
possible advantage that might be gained.

Our BrdU experiments indicate that early-born olfactory neurons begin to exit
the cell cycle between 10-12 hpf in wild type embryos, shortly after the expression of
ngnl is initiated in the anlage of the zebrafish olfactory placodes. Furthermore, we
show that early-born olfactory neurons in ngnl mutant embryos initiate their last S-
phase after 16 hpf, concomitant with the recovery of expression of neurod4.
However, virtually all early-born olfactory neurons in both wild type and ngnl mutant
embryos are post-mitotic at 24 hpf; the stable number of Tg(8.4ngnl:gfp)+ neurons in
both wild type or mutants after 24 hpf is coherent with this idea. Thus, while the

development of these neurons is apparently initiated by the expression of ngnl or
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neurod4, even with the sustained expression of neurod4 in cycling progenitors after
24 hpf early-born olfactory neurons can no longer be generated. The mechanism that
controls the end of the determination phase of early-born olfactory neurons
development is not known. One possibility is that from the earliest stages of olfactory
neurogenesis there are separate progenitor lineages for early and late neuronal sub-
types and the progenitor pool for the early-born neurons is exhausted at 24 hpf. A
previous study has shown that distinct progenitors exist for pioneer neurons and
olfactory sensory neurons (Whitlock and Westerfield, 2000). However, it is not clear if
this is also the case for the Tg(8.4ngnl;gfp)+ neurons described in our study and
OSN; the overlap of zns-2 and Tg(omp:YFP) argues against this idea (Miyasaka et
al., 2005). Furthermore, even though the development of early-born neurons is
delayed in ngnl mutants, these neurons also stop being generated at 24 hpf in the
mutant suggesting either that the pool of progenitors is smaller to start with in the
absence of Ngnl function or that parallel mechanisms actively repress the birth of the
early-born population after 24 hpf.

A “delayed neurogenesis” phenotype similar to that highlighted in our study
has previously been reported during the development of the nucleus of the solitary
tract (nNTS) and sympathetic ganglia in the Mashl1 knock-out in mouse (Pattyn et al.,
2006); in these structures, neurons appear with a 24 hour delay in the mutant and
accumulate at a slower pace. Here, the authors argue that this delay reflects one of
two possibilities. First, a threshold of proneural activity might be required for the
initiation of neurogenesis and in the absence of Mash1 this threshold is not achieved
at the appropriate time. Our results argue against a threshold model for early-born
olfactory neurons in the zebrafish as there is very little delay between the expression
of either ngnl or neurod4, in the ngnl mutant context, and cell-cycle exit of
Tg(8.4ngnl:gfp)+ neurons. Alternatively, Pattyn and colleagues suggest that the
sequential expression of two proneural factors would regulate development of the
NnTS and sympathetic ganglia; the second proneural factor in this system is unknown
(Pattyn et al., 2006). This appears to be true in the case of Tg(8.4ngnl:gfp)+ neurons
in the zebrafish olfactory placode with the added complication of regulation of the
second proneural gene, neurod4, by the first, ngnl, during the initial phase of early-
born olfactory neuron development. Interestingly, however, while there is a delay in
the development of the sympathetic ganglia in the Mashl knockout, although

neurons are born later in this structure they eventually express the full signature of a
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sympathoadrenergic phenotype, at least caudally (Pattyn et al., 2006). While this also
appears to be the case for the development of omp+ OSN in the zebrafish, in the
absence of Ngn1 function, residual neurons that become post-mitotic before 24 hpf in
the ngnl mutant present some but not all aspects of early-born olfactory neuron
character; robo-2, olfmlb and gefiltin expression never robustly recover despite the
expression of neurod4 from 17 hpf. This suggests that the mechanisms that block
early-born neurons from leaving the cell-cycle after 24 hpf also affect aspects of sub-
type specification. As such, we conclude that the length of time after proneural gene

expression is crucial for correct development in the zebrafish olfactory system.
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Figure Legends

Figure 1. Tg(8.4ngnl:gfp) is a marker of early-born olfactory neurons.

(A-F) Single confocal sections of double immunolabelled olfactory placodes showing
co-expression of HUC/D (A-C) or the previously described pioneer neuron marker
zns-2 (D-E) with GFP driven from the Tg(8.4ngn1:GFP) transgene at 24 hpf.

(G-L) Single confocal sections of olfactory placodes showing double
immunolabellings of HUC/D (G-I) or in situ/immunolabellings of omp (J-L) and GFP
driven from the Tg(8.4ngnl:GFP) transgene at 48 hpf (J-L). Whereas all GFP-
positive cells in the placode are HUC/D and zns-2-positive at 24 hpf, at 48 hpf
HuC/D+/GFP- cells are present; little if any overlap is detected between the
expression of omp transcripts and GFP at 48 hpf.

(M,N) Schematic representation of olfactory placodes at 24 hpf (M) or 48 hpf (N).
Early-born olfactory neurons are shown in green and olfactory sensory neurons in
red. At 48 hpf, pioneer and olfactory sensory neurons are localized in specific and
complementary domains with olfactory sensory neurons forming a cup around early-
born olfactory neurons.

T indicates the telencephalon and placodes are oriented with anterior up and lateral
to the right.

Figure 2. Early-born olfactory neurons development is delayed in the absence
of ngnl function.

(A-D) Confocal projections of wild type (A) or ngnl mutant (B-D) olfactory placodes at
24 hpf double immunolabeled for HUC/D and GFP driven from the Tg(8.4ngnl1l:GFP)
transgene; mutant embryos show a variable but reduced number of early-born
olfactory neurons.

(E, F) Confocal projections of wild type (E) or ngnl mutant (F) olfactory placodes at
22 hpf immunolabeled for HUC/D; a reduced number of HuC/D-positive neurons can
be detected in the olfactory placode of mutant embryos at this stage.

(G, H) Confocal projections of wild type (G) or ngnl mutant (H) olfactory placodes at
19 hpf immunolabeled for HUC/D; a complete absence of HUC/D neurons is apparent
in the olfactory anlagen in ngnl mutant embryos. A dotted white line indicates the
boundary between the telencephalon and the olfactory placode and arrowheads

shows HuUC/D expression in olfactory placode.

96



Figure 3. Cell cycle exit of early-born olfactory neurons is delayed in the ngnl
mutant.

(A-F) Confocal sections of olfactory placodes double immunolabellings for
incorporated BrdU (red) and GFP (green) driven from the Tg(8.4ngnl.GFP)
transgene in wild type (A-C) or ngnl mutant (D-F) embryos at 24 hpf (A,B,D,E) or 28
hpf (C, F). The stage at which BrdU incubation were started is indicated. Fewer
BrdU+/GFP+ are detected in wild type embryos than in ngnl mutant embryos when
embryos are incubated in BrdU at later stages.

(G) The proportion BrdU+;GFP+ cells over total number of GFP+ cells in the olfactory
placode after BrdU treatment in wild type (green line) or ngnl mutant (red line)
embryos. While GFP+ early-born olfactory neurons generally leave the cell cycle later
in mutant than in wild type embryos, at 24 hpf few if any early-born olfactory neurons

are still cycling in either genetic context.

Figure 4. Expression of neurod4 in the olfactory anlage is dependent on ngnl
at early but not late stages.

(A-D and H-K) Whole-mount in situ hybridization against neurod4 in wild type (A-D)
and ngnl mutant (H-K) embryos at 11 hpf (A, H), 13 hpf (B, 1), 15 hpf (C, J) and 17
hpf (D, K). While neurod4 expression is absent in mutant embryos up to 15 hpf;
expression recovers to wild type levels at 17 hpf. Embryos are viewed dorsally with
anterior down and arrowhead indicated the mixed telencephalo-olfactory expression
domain.

(E-G and L-N) Single confocal sections of neurod4 in situ labelling (E, L) or double in
situ/immunolabellings against neurod4 and GFP (F, G, M, N) driven from the
Tg(8.4ngnl1l:GFP) transgene in the olfactory placode of wild type (E-G) or ngnl
mutants (L-N) embryos at 19 hpf (E, L), 22 hpf (F, M) and 24 hpf (G, N). While the
expression pattern of neurod4 is virtually indistinguishable between mutant and wild
type siblings, neurod4+/GFP+ cells are more evident in the olfactory placode of ngnl
mutant than wild type sibs at 22 hpf (arrowhead in M). At 24 hpf, neurod4 is restricted
to cells of the olfactory placode immediately adjacent to the telencephalon and
excluded from Tg(8.4ngnl.gfp)-positive early-born olfactory neurons. A dotted white
line indicates the boundary between the telencephalon and the olfactory placode.
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Figure 5. Ngnl and Neurod4 act redundantly during development of early-born
olfactory neurons.
(A-D) Confocal projections of double immunolabellings against HUC/D and GFP

driven from the Tg(8.4ngn1:GFP) transgene in the olfactory placode of wild type (A),
ngnl mutant (C) neurod4 morphant (D) and ngnl/neurod4 double loss-of-function
embryos at 24 hpf. Abrogation of both Neurod4 and Ngnl function leads to a severe
deficit in the differentiation of early-born olfactory neurons. Placodes are oriented with
anterior up.

(E) Counts of early-born olfactory neurons per placode in wild type, ngnl mutant,
neurod4 morphant and ngnl/neurod4 double loss-of-function embryos at 24 hpf. A
minimum of twelve olfactory placode were analyzed for each genetic context. Error
bars represent s.d. *P<0.05; **P<0.001; ***P<0.0005 using a t-test.

Figure 6. Neurod4 and Ngn1 act redundantly during OSN development.

(A-D") Confocal projections of double in situ/immunolabellings against deltaA and
GFP in wild type (AA’), ngnl mutant (B,B’), neurod4 morphant (C,C’) and
ngnl/neurod4 double loss-of-function (D,D’) olfactory placodes of Tg(8.4ngnl:GFP)
embryos at 24 hpf. While no difference is apparent in the expression of deltaA in
single loss-of-function embryos relative to wild type siblings, deltaA expression is
absent when both ngnl and neurod4 function is abolished.

(E-P) Confocal sections of in situ labelling against olfactory marker protein (omp) in
wild type (E,I,M), ngnl mutant (F,J,N), neurod4 morphant (G,K,O) and ngnl/neurod4
double loss-of-function (H,L,P) olfactory placodes at 24 hpf (E-H), 36 hpf (I-L) and 48
hpf (M-P). While omp expression resembles the wild type pattern in the single loss-
of-function context at 48 hpf, there is a delay in the initiation of omp expression in the
absence of Ngn1 function. The expression of omp is never detected when both ngnl
and neurod4 function is abolished.

Figure 7. In ngnl mutant embryos, neurons lack certain markers of early-born
olfactory neurons differentiation.

(A-F) Confocal sections of double in situ/immunolabellings against robo2 and GFP
driven from the Tg(8.4ngn1l:GFP) transgene in the olfactory placode of wild type (A-
C) and ngnl mutants (D-F) at 24 hpf. Whereas early-born olfactory neurons in wild

type embryos robustly express robo2, expression is absent in ngnl mutant embryos.
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(G-L) Confocal sections of double in situ/immunolabellings against robo2 and GFP
driven from the Tg(8.4ngn1:GFP) transgene in the olfactory placode of wild type (G-I)
and ngnl mutants (J-L) at 36 hpf. The expression of robo2 never recovers in the few
early-born olfactory neurons that develop in ngnl mutant embryos.

Figure 8. Schematic representation of neurogenesis in the zebrafish olfactory
placode.

(A-D) A schematic recapitulation of olfactory neurogenesis in wt (A), ngnl mutant (B),
neurod4 morphant (C) and ngnl/neurod4 double loss of function embryos (D). The
period of expression of ngnl and neurod4 are shown in thick green and red bars,
respectively, and the birth of the different types of olfactory neurons is shown in thin
bars. Ngnl and Neurod4 share redundant activity during the development of early-
born olfactory neurons (EON) and olfactory sensory neurons (OSN). Furthermore, in
the absence of Ngnl the complete specification of early-born olfactory neurons is
never achieved and the early phase of OSN differentiation is delayed. In double loss
of function of ngnl and neurod4, virtually all early-born olfactory neurons and
olfactory sensory neurons are lost in the developing olfactory placode.

Figure S1.

(A-C) Whole-mount in situ hybridization against ngnl in wt (A) or gfp driven by the
Tg(8.4ngnl1l:GFP) transgene in wild type (B) and ngnl mutant embryos (C) at 10 hpf.
Embryos are viewed dorsally with anterior down. At 10 hpf, ngnl is expressed at the
anterior border of the neural plate (A). In ngnl mutant embryos, gfp+ cells are not
lost in this territory (B versus C). (D-G) Confocal projections of double in
situ/immunolabellings against ngnl and GFP in wild type olfactory placodes in
Tg(8.4ngn1l:GFP) embryos at 20 hpf (D, E) and 22 hpf (F, G). In olfactory placode
ngnl expression disappears between 20 and 22 hpf. Placodes are oriented with

anterior up and lateral to the right.

Figure S2.

(A-F) Whole-mount in situ hybridization against insm1b in wild type (A-C) and ngnl
mutants (D-F) zebrafish embryos at 13 hpf (A,D), 15 hpf (B,E) or 17 hpf (C,F). As for
neurod4, while insm1b expression is absent in embryos up to 15 hpf in the mutant, its

expression recovers at 17 hpf. Embryos are viewed dorsally with anterior down (D-F).
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(G-J) Confocal projections of double in situ/immunolabellings against insmlb and
GFP in the olfactory placodes of wild type (G), ngnl mutant (H), neurod4 morphant
() and ngnl/neurod4 double loss of function embryos (J) in Tg(8.4ngnl:GFP)
embryos at 24 hpf. At this stage, insmlb+ cells are lost only in the ngnl/neurod4
double loss of function situation (J), suggesting that these two proneural factors are
redundantly required for olfactory sensory neurons development. Placodes are

oriented with anterior up and lateral to the right.

Fig.S3. (A-L) Confocal sections of double in situ/immunolabellings against
olfactomedinlb (olfmlb, A-F) or gefiltin (gef, G-L) and GFP in wild type (A-C, G-I)
and ngnl mutant embryos (D-F, J-L) in the Tg(8.4ngnl1:GFP) background at 24 hpf.
Whereas early-born olfactory neurons differentiate in ngnl mutant embryos, they do
not express these markers of specification. Placodes are oriented with anterior up

and lateral to the right.
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Madelaine and Blader Fig.1
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Madelaine and Blader Fig.7
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Madelaine and Blader Fig.S3
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V. Neurogeninl regulates the projection of axons of olfactory neurons via its target
cxcrdb.

Le control de la guidance axonale est une étape critique dans I’assemblement et la
formation d’un systéeme nerveux fonctionnel. De nombreux deésordres neurologiques sont
associés a des défauts de projection ou fasciculation axonale comme le syndrome de
Kallmann (Dode and Hardelin, 2009). Comment ce processus de comportement cellulaire est
coordonne avec la différenciation neuronale est a I’heure actuelle encore mal compris. Les
facteurs proneuraux qui codent pour des facteurs de transcription a domaine bHLH sont
nécessaires et suffisants pour la neurogenése (Bertrand et al., 2002). Ces facteurs sont de bons
candidats pour coordonner la différenciation neuronale et la guidance axonale. Il a
précédemment été mis en évidence que le facteur proneural Ngn2 était impliqué dans le
contrle de la migration des neurones corticaux chez la souris au travers de la régulation
transcriptionnelle d’une petite Rho GTPase, Rnd2 (Heng et al., 2008). 1l est donc possible que
Ngn puisse également contréler un comportement cellulaire complexe comme la guidance
axonale.

Chez le poisson zebre, deux facteurs proneuraux de la famille atonal, Ngnl et
NeuroD4 ont des activités partiellement redondantes pour la neurogenése olfactive (cf. 1V,
Madelaine and Blader). Dans un mutant pour ngnl, le nombre de neurones olfactifs précoces
est diminué de moitié alors que la formation des neurones olfactifs sensoriels est retardée de
12h. De plus, dans ce mutant, la spécification des neurones olfactifs précoces est affectée. Ils
n’expriment pas certains genes impliqués dans la croissance ou la fasciculation axonale
comme robo2. Le mutant pour robo2 appelé astray présente des défauts de fasciculation et de
formation des glomérules avec le bulbe olfactive. Il apparait donc que le développement du
systeme olfactif peut étre un bon modéle pour étudier comment un facteur proneural, comme
Ngn1, peut cordonner la différenciation et spéecification neuronale.

Durant le développement précoce de la placode olfactive, les progéniteurs neuraux
migrent jusqu’a leur localisation finale avant de se différencier et d’étendre leur axones
(Whitlock and Westerfield, 1998; Whitlock and Westerfield, 2000). Les axones de neurones
précoces appelés pionniers sont responsables de la projection des neurones olfactifs
sensoriels. L’ablation laser des neurones pionniers conduit a une absence de projection des
neurones olfactifs vers le bulbe olfactif (Whitlock and Westerfield, 1998). De maniéere
intéressante, les mémes acteurs sont impliqués dans le contréle de la migration cellulaire et de
la projection axonale. Le bon développement de I’organe olfactif est contrdlé par la

signalisation chemokine impliquant Cxcl12a/Cxcrdb (Miyasaka et al., 2007). Cette
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signalisation est requise durant deux étapes du développement de la placode olfactive
(Miyasaka et al., 2007). D’abord, son expression permet I’assemblage de la placode olfactive.
Ensuite, la signalisation Cxcl12a/Cxcrdb est requise pour la guidance axonale des neurones
olfactifs qui projettent leurs axones pour cibler le bulbe olfactif. Le mutant pour cxcr4b appelé
odysseus présente des défauts de projection axonale de la placode olfactive vers le bulbe
olfactif. Dans ce mutant, les axones des neurones olfactifs précoces et sensoriels restent
bloqués a I’intérieur de la placode olfactive.

L’ensemble de ces données, ajouté au fait que dans le mutant ngnl des neurones
précoces sont formés, nous a conduit a étudier la fonction de ngnl dans la guidance axonale
des neurones olfactifs. Dans cette étude nous avons montré que I’activité de Ngnl eétait
requise pour la projection des neurones pionniers et olfactifs. Nous montrons également que,
dans le mutant ngnl, ces défauts de projection axonale sont dus a une perte d’expression de
cxcrdb dans les progéniteurs neuraux. Finalement, nos résultats montrent que Ngnl peut
réguler un processus cellulaire complexe comme le guidance axonale par la régulation

spécifique de génes cibles.
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Summary:

It is well established that bHLH proneural transcription factors control the expression
of targets that are required for neural determination. It has also been suggested that
proneural factors regulate sets of genes involved in various aspects of neural
specification and cell behaviour (Chien et al., 1996; Parras et al., 2002). Indeed, the
Atonal family member Neurogenin 2 (Neurog2) has recently been shown to control
radial migration of newly formed cortical neurons via direct transcriptional regulation
of the small GTP-binding protein Rnd2 (Heng et al., 2008). We have shown that
neurogenesis in the zebrafish olfactory placode is delayed in neurogenin 1 (ngnl)
mutants (Madelaine and Blader, submitted). While neurogenesis partially recovers in
the absence of Ngnl, we show here that residual olfactory neurons that form in the
mutant fail to project correctly. We show that a known regulator of olfactory neuron
projections in the zebrafish, cxcr4b, is a transcriptional target of Ngnl. Furthermore,
reintroduction of cxcr4b expression in olfactory neuron progenitors in the ngnl
mutant efficiently rescues the projection phenotype. We conclude that the projection
phenotype in the ngnl mutant is caused by the delayed expression of cxcrdb in
early-born olfactory neurons.
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Results and Discussion:

We have recently described the role of two zebrafish Atonal family members,
neurogeninl (ngnl) and neurod4, during olfactory neurogenesis in the zebrafish
(Madelaine and Blader, submitted). Our results indicate that these genes are
redundantly required for the development of both early-born olfactory neurons and
olfactory sensory neurons. Interestingly, however, the initial phase of neurod4
expression requires Ngnl function. Furthermore, even though neurod4 expression
recovers at later stages in ngnl mutant embryos and is sufficient for a reduced
number of early-born neurons to develop, the expression of various markers of the
specification of these neurons is never detected. The failure of the expression of
these genes to recover in the mutant suggests that certain cell behaviours might be
compromised in the olfactory neurons that eventually develop in the absence of Ngnl
function. One such gene, robo2, encodes a transmembrane receptor protein required
for fasciculation of axons projecting from the olfactory placode and for the correct
organisation of proto-glomerulii when they arrive at the olfactory bulb (Miyasaka et
al., 2005). As predicted, the fasciculation of olfactory axons at 48 hours post-
fertilisation is disrupted in the residual ngnl” olfactory neurons (hpf; Fig. 1A-C).
Likewise, the organisation of proto-glomerulii appears to be disturbed at this stage in
the mutant (Fig. 1D-1). The expression of a two other genes implicated in various
aspects of neural specification and cell behaviour, olfactomedin 1b (olfmlb) and
gefiltin (gef), also fails to recover in early-born olfactory neurons in the ngnl mutant
suggesting that the fasciculation/glomerulii phenotype displayed by the projection of
olfactory neurons might be multi-factorial (Madelaine and Blader, submitted; data not
shown).

Intriguingly, unlike embryos mutant for robo2, where the axons of olfactory
neurons project but fasciculate poorly, despite early-born olfactory neurons being
present in ngnl mutants they display defects in their ability to project to the olfactory
bulb (Fig. 2). In wild type embryos, the earliest projections to leave the olfactory
placode occur at 24 hpf and correspond to the axons of a group of zns-2+ unipolar
neurons (Whitlock and Westerfield, 1998). The ablation of these neurons leads to
severe misrouting of olfactory sensory neurons; as such, these neurons are referred
to as pioneer neurons (Whitlock and Westerfield, 1998). At 24 hpf, no zns-2+
projections can be detected in ngnl mutants (Fig. 2A-D, I). While there is some

recovery of the phenotype at 48 hpf, nonetheless nearly half of the olfactory placodes
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in ngnl mutants fail to project zns-2+ axons (Fig. 2E-H, 1). Furthermore, mature
Tg(omp:yfp)+ olfactory sensory neurons also fail to project correctly (Fig. 2J-O). This
phenotype suggests that factors controlling the projection or guidance of the axons of
pioneer neurons might be absent in the ngnl mutant; when early born zns-2+
neurons show defective projections, olfactory sensory neurons (GFP) systematically
display projection defects and vice versa. While no projections leave ngnl mutant
olfactory placodes at 24 hpf, zns-2+ pioneer axons can be detected within mutant
placodes where they appear to accumulate near the boundary between the placode
and the adjacent telencephalon (Fig. 2I). This phenotype is striking similar to that
reported for mutants in the chemokine receptor cxcrdb, known as odysseus (ody)
((Miyasaka et al., 2007) and data not shown). Thus, one simple explanation for the
phenotype of olfactory projections in ngnl mutants would be that, like robo2, cxcrdb
expression is affected in the absence of Ngnl function. With this in mind, we
analysed the expression of cxcr4b in the developing olfactory system in wild type and
ngnl mutant embryos.

The expression pattern of cxcr4b globally resembles that of ngnl (Blader et
al., 1997; Chong et al., 2001; Korzh et al., 1998; Miyasaka et al., 2007). In the
olfactory system, cxcrdb expression is detected in cells at the boundary of the
anterior neural plate starting at 11 hpf (Fig. 3A). Expression continues in the mixed
telencephalo-olfactory lineage until 17 hpf (Fig. 3B-D). From 19 hpf, when the
segregation of the telencephalic and olfactory lineages is first detected, robust cxcr4b
expression can be detected in both territories (Fig. 3E-G). At 24 hpf, however, cxcrdb
expression is confined to neural progenitors and/or recently born olfactory sensory
neurons (Madelaine and Blader, submitted; Fig. 3G). On the contrary, the expression
of cxcrdb is completely absent in ngnl mutant embryos up to 17 hpf (Fig. 3H-K); after
this stage cxcrdb expression is virtually identical to that in stage matched wild type
siblings (Fig. 3L-N). The absence of cxcr4b expression in the ngnl mutant is
coherent with the projection phenotype of olfactory neurons displayed by the ngnl
mutant.

Cxcr4 has been predicted to be a target of Ngn2 in the mouse cortex based on
microarray data from gain and loss-of-function studies (Gohlke et al., 2008). The
similarities between the patterns of expression of ngnl and cxcr4b in the zebrafish,
and the loss of the expression of cxcr4b in ngnl mutant embryos suggest that cxcr4b

is also a transcriptional target of Ngn1l in zebrafish. To test this possibility further, we
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ectopically expressed Ngnl in stable transgenic lines carrying the ngnl coding region
under the control of the hsp70 promoter and assayed the effect on the expression of
cxcrdb; transgenic embryos rapidly and ubiquitously express ngnl transcripts shortly
after heat-shock and previously described targets of Ngnl are rapidly and uniformly
mis-expressed under these conditions ((Madelaine and Blader, 2010) and data not
shown). As expected for an Ngnl target, heat-shock for 1 hour at 7 hpf induces the
ubiquitous expression of cxcrdb (Fig. 4A,B); induction of an equivalent transgene
coding for the zebrafish achaete-scute homologue Asclla has no effect on cxcrdb
expression under similar conditions (Fig. 4C). In addition, cxcr4b expression can be
induced in as little as 15 minutes after 15 minutes of heat-shock (Fig. 4D). Finally,
transient, mosaic expression of a tagged, hsp70-driven Ngnl transgene shows that
the induction of cxcr4b is both rapid and cell autonomous (Fig. 4E). Taken together,
our data strongly suggest that cxcr4b is a direct and specific transcriptional target of
Ngn1l.

In ngnl mutants, cxcr4b expression recovers at 17 hpf, coincidently with the
recovery of neurod4 expression and the delayed cell cycle exit of early born neurons
(Madelaine and Blader, submitted). Nonetheless, early-born neurons that develop in
ngnl mutant placodes fail to project at 24 hpf (Fig. 21). The failure of these residual
neurons to project out of mutant olfactory placodes at this stage might reflect that the
recovery of cxcrdb expression occurs too late; as about half of ngnl” placodes
project at 48 hpf apparently this delay can be partially overcome (Fig. 2I).
Alternatively, the projection phenotype of ngnl mutant embryos might reflect that
other aspects of the development of pioneer neurons or the targets of their
projections are affected in the ngnl mutant. To discriminate between these two
possibilities, we asked whether reintroduction of cxcr4b expression in the developing
olfactory system before 17 hpf could rescue the projection defect of ngnl mutant
neurons. Over-expression of cxcr4b at high levels can have a dominant negative
effect on the activity of Cxcr4/Cxcl12 signalling in certain cellular contexts, ruling out
using the hsp70-4 promoter to reintroduce cxcr4 expression (H. Knaut, personal
communication). Thus, we chose to use previously described regulatory elements of
the ngnl gene to drive cxcr4b expression in these experiments (Blader et al., 2003);
expression driven by these elements does not appear to be regulated by ngnl itself
and, thus, can be used drive the expression of cxcr4db in the mutant context

(Madelaine and Blader, submitted). Finally, as at 24 hpf wild type projections are
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somewhat diffuse we chose to assess the rescue of the projection phenotype at 48
hpf. About a third of placodes in ody mutants fail to project at this stage (Fig. 5;
(Miyasaka et al., 2007)). Mosaic expression of wild type cxcr4db driven by ngnl
regulatory element appreciably increases the projections in ody embryos suggesting
that our reintroduction strategy functions (Fig. 5). Strikingly, while expression of wild
type cxcrdb in the ngnl mutant background significantly rescues the olfactory
projection phenotype, rescue cannot be achieved if cxcrdb transcripts carrying the
ody mutation are reintroduced (Fig. 5; (Knaut et al., 2003)).

Altogether, our results indicate cxcr4b is an Ngnl target gene and that the
projection phenotype in the ngnl mutant is caused by the delayed expression of

cxcrdb in early-born olfactory neurons.
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Experimental Proceedures:

Fish lines and developmental conditions

Embryos were raised and staged according to standard protocols (Kimmel et
al., 1995). Embryos homozygous for ngn1"®° (Golling et al., 2002) or odysseus
(ody; (Knaut et al., 2003)) mutations were obtained by intercrossing heterozygous
carriers; adults heterozygous for the ngni"°° allele were identified by PCR
genotyping of tail-clip genomic DNA. The transgenic lines Tg(8.4ngnl:gfp) and
Tg(omp:gap-yfp) were use to visualize early born olfactory neurons (Blader et al.,
2003) or olfactory sensory neurons (Miyasaka et al., 2005; Sato et al.,, 2005),
respectively. Tg(hs:ngnl) (Madelaine and Blader, 2010) or Tg(hs:asclla) allow
ubiquitous misexpression of Ngnl or Asclla after heat-shocks at 38.5°C. Embryos
were fixed overnight at 4°C in 4% paraformaldehyde/1xPBS, after which they were

dehydrated through an ethanol series and stored at —20°C until use.

In situ hybridization and Immunostaining

In situ hybridizations were performed as previously described (Oxtoby and
Jowett, 1993). Antisense DIG labelled probes for cxcr4b (Knaut et al., 2003) were
generated using standard procedures. In situs were revealed using either BCIP and
NBT (Roche) or Fast Red (Roche) as substrate. Immunohistochemical stainings were
performed as previously described (Masai et al., 1997), using either anti-GFP (1/1000
Torrey Pines Biolabs), anti-Myc (1/10, “9E10”) (Evan et al., 1985), or zns-2 (1/250)
(Trevarrow et al.,, 1990) as primary antibodies and Alexa 488 or Alexa 555-
conjugated goat anti-rabbit IgG or goat anti-mouse IgG (1/1000) as secondary
antibodies (Molecular Probes).

Plasmid construction

For the Tg(hs:asclla) transgene: In a first step, the previously reported
zebrafish hsp70 promoter (Halloran et al., 2000) was amplified by PCR and used to
replace the CMV enhancer promoter of pCS2:CFP (a gift from Dr. U. Strahle).
Subsequently, a fragment containing the asclla open reading frame was used to
replace the coding region of CFP. The resulting hs:asclla cassette was then

transferred into pl-Scel, which has been described to enhance the frequency of
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stable transgenesis and minimise the mosaicism in transient transgenesis (Thermes
et al., 2002). To establish stable transgenic lines, pl-Scel-hs:asclla, plasmids were
injected into 1-cell stage embryos with I-Scel meganuclease to maximize the number
of integration events (0.5 x I-Scel Buffer, 10% I-Scel enzyme). Stable transmission of
the Tg(hs:asclla) transgene was detected by PCR genotyping using genomic DNA
extracting from at least 50 F1 embryos. In subsequent generations, PCR genotyping
of adult carriers was performed on tail-clip genomic DNA.

The  Tg(8.4ngnl-cxcr4b-IRES-egfpCAAXpA) or Tg(8.4ngnl-ody-IRES-
egfpCAAXpA) transgenes were generated using the Tol2kit (Kwan et al., 2007). First,
the 8.4 kb ngnl promoter (Blader et al., 2003) was inserted in the p5E 5’ entry vector
and the coding sequences of cxcr4b or ody (Knaut et al., 2003) were PCR amplified
and inserted in the pME middle entry vector. The appropriate 5 and middle entry
constructs were subsequently mixed with the IRES-egfp-CAAXpA and recombined
into the Tol2 transposon destination vector as previously described (Kwan et al.,
2007).

Plasmid and antisense morpholino injection

For transient expression of Myc-Ngnl (Madelaine and Blader, 2010), pl-Scel-
hs:myc-ngnl was injected with I-Scel meganuclease (0.5 x I-Scel Buffer, 10% I-Scel
enzyme) into 1-cell stage embryos. For transient expression of wild type and mutated
Cxcrdb, the appropriate Tol2 based construct was co-injected with synthetic mRNA
encoding the Tol2 transposase (25ng/ul) into 1-cell stage embryos from crosses

1h|1059

between identified heterozygote carriers of the ngn mutation.
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Figure Legends:

Figure 1: Residual olfactory neurons in ngnl mutant display fasciculation
defects and in the organisation of proto-glomerulii in the olfactory bulb.

(A-C) Single confocal sections of immunolabelled olfactory placodes showing GFP
driven from Tg(omp:yfp) transgene in axonal projection at 48 hpf in wild type (A) or
ngnl mutant (B,C) embryos.

(D-1) Confocal projections of wild type (D-F) or ngnl mutant (G-I) olfactory placodes
at 48 hpf double immunolabelled for zns-2 and YFP driven from the Tg(omp:yfp)
transgene.

In ngnl mutants, axonal projections show fasciculation defects (arrowheads in B-C).
Glomeruli formation (arrowheads in G-I) are defective in ngnl mutant.

Placodes and projections are seen dorsally and oriented with anterior up.

Figure 2: Residual olfactory neurons in ngnl mutant display defects in their
projections to the olfactory bulb.

(A-H) Confocal projections of wild type (A,B,E,F) or ngnl mutant (C,D,G,H) olfactory
placodes and axonal projections at 24 hpf (A-D) or 48 hpf (E-H) double
immunolabelled for zns-2 and GFP driven from the Tg(8.4ngn1:gfp) transgene.

In ngnl mutants, axonal projections show projection defects and stay in olfactory
placode (arrowheads in D, H, M).

(I) Histogram shows percentage of olfactory axonal projection that project correctly to
the telencephalon at 24 hpf or 48 hpf in wild type or ngnl mutant embryos.

(J-O) Confocal projections of wild type (J-L) or ngnl mutant (M-O) olfactory placodes
and axonal projection at 48 hpf double immunolabelled for zns-2 and YFP driven
from the Tg(omp:yfp) transgene. When early born zns-2+ neurons show defective
projections, Tg(omp:yfp)+ olfactory sensory neurons (GFP) systematically display
projection defects.

Placodes and projections are seen dorsally and oriented with anterior up.

*P<0.05; *P<0.001; ***P<0.0005 using a ki2 test.

Figure 3: The expression of cxcrdb in olfactory neurons is absent from ngnl
mutant embryos during early developmental stages.

(A-D and H-K) Whole-mount in situ hybridization against cxcr4b in wild type (A-D)
and ngnl mutant (H-K) embryos at 11 hpf (A, H), 13 hpf (B, 1), 15 hpf (C, J) and 17
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hpf (D, K). While cxcrdb expression is absent in mutant embryos up to 15 hpf;
expression recovers to wild type levels at 17 hpf. Embryos are viewed dorsally with
anterior down and arrowhead indicated the mixed telencephalo-olfactory expression
domain.

(E-G and L-N) Single confocal sections of double in situ/immunolabellings against
cxcrdb and GFP (E, F, G, L, M, N) driven from the Tg(8.4ngnl:gfp) transgene in the
olfactory placode of wild type (E-G) or ngnl mutant (L-N) embryos at 19 hpf (E, L), 22
hpf (F, M) and 24 hpf (G, N). While the expression pattern of cxcrdb is virtually
indistinguishable between mutant and wild type siblings, cxcrdb+/GFP+ cells are
more evident in the olfactory placode of ngnl mutant than wild type sibs at 22 hpf
(arrowhead in M). At 24 hpf, cxcrdb is restricted to cells of the olfactory placode
immediately adjacent to the telencephalon and excluded from Tg(8.4ngnl:gfp)-
positive early-born olfactory neurons. A dotted white line indicates the boundary
between the telencephalon and the olfactory placode.

Embryos are displayed dorsally with anterior down (A-D and H-K) or up (E-G and L-
N).

Figure 4: cxcrdb behaves like a direct transcriptional target of Ngn1.
Whole-mount in situ hybridization against cxcr4b at 10hpf in wild type embryos (A),
Tg(hs:ngnl) embryos heat-shocked at 7hpf and analysed at 10 hpf (B) and
Tg(hs:asclla) embryos heat-shocked at 7hpf and analysed at 10 hpf (C). Whereas,
embryos mis-expressing Ngnl display ubiquitous expression of cxcrdb two hours
after heat-shock, mis-expressing Asclla has no effect on cxcrdb expression under
the same conditions. Tg(hs:ngnl) embryos heat-shocked at 9.5 hpf and analysed at
10 hpf (D). Mis-expression of Ngnl induces cxcr4b expression in as little as 30
minutes. Confocal sections of the neural plate at 10 hpf show that mosaic mis-
expression of a Myc-tagged form of Ngnl (in green) induces cxcrdb (in red) in a cell
autonomous manner (E).

Embryos are viewed dorsally with anterior up.

Figure 5: Reintroduction of cxcrd4b expression efficiently rescues the projection
phenotype of olfactory neurons in the ngnl mutant.
(A) Histogram shows percentage of olfactory placodes that project correctly to the

telencephalon at 48 hpf in wild type, odysseus (ody) mutant and ngnl mutant
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embryos injected with cxcrdb or ody under the control of ngnl regulatory elements.
Whereas wild type cxcrdb efficiently and significantly rescues the projection
phenotype of olfactory projection in the ngnl mutant, reintroducing ody has no effect.
*P<0.05; *P<0.001; ***P<0.0005 using a ki2 test.
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Discussion generale

I. Ngn1l régule I’expression d’un réseau de génes impliqués dans le contréle de la
détermination neurale.

La détermination neurale est tres importante pour le bon développement du systeme
nerveux central chez les vertébrés. Il permet a la neurogenése de se dérouler au bon moment
et au bon endroit et de contrdler qu’un nombre correct de neurones soient formés. Les
différentes étapes de la détermination neurale qui mettent en jeu la voie Delta/Notch ont été
particulierement bien décrites chez la drosophile et sont conservées chez les vertébrés, bien
que la régulation de la différenciation neuronale soit plus complexe (Bertrand et al., 2002). En
effet contrairement aux clusters proneuraux de drosophile, la neurogenése chez les vertébrés
s’effectue a partir d’un neuroepithélium qui est composé d’un nombre plus important de
progéniteurs neuraux. Dans ce cas, au lieu de contrdler I’identité neurone/épiderme, la voie
Notch a pour fonction de contréler le nombre de neurones qui se différencient & un moment
donné afin de ne pas dépléter prématurément le stock de progéniteurs neuraux. De nombreux
acteurs impliqués dans ce contréle de la balance entre prolifération et différenciation ont été
étudiés chez les vertébrés. La majorité d’entre eux ont pour fonction de réguler I’activité de la

voie Notch et/ou I’expression des facteurs proneuraux.

1. Les oscillations entre Ngn et Her sont régulées par un double rétrocontrole
négatif autonome et non autonome cellulaire.

L’observation de I’existence d’oscillations en phases opposées entre Ngn2 et Hesl a
permis de mettre en évidence qu’un fort niveau d’expression de Ngn2 n’était pas suffisant
pour permettre la différenciation neuronale. En revanche le maintien d’un haut niveau
d’expression de Hesl est suffisant pour I’inhiber (Kageyama et al., 2008b; Shimojo et al.,
2008). Les niveaux d’expression de Hesl et Ngn2 sont différents dans chaque progéniteur a
un temps T. De plus, les oscillations de Ngn2 et Hesl ne sont pas toujours en parfaite
opposition de phase. C’est pourquoi, la différence relative entre les niveaux de Hesl et de
Ngn2 est différente dans chaque progeniteur en fonction des phases d’oscillation de chaque

facteur a un temps T. Dans ce cas, seul le progéniteur ayant des oscillations de Hes1 et Ngn2
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en parfaite opposition, c'est-a-dire le niveau de Ngn2 le plus haut et le niveau de Hesl la plus
bas pourra se différencier.

Nos résultats ont confirmé qu’un haut niveau d’expression de Ngnl n’était pas suffisant
pour induire la différenciation neuronale mais aussi que I’induction de her4 par Ngnl pouvait
étre responsable de I’inhibition de la différenciation. De maniére intéressante, nous avons
montré que Ngnl peut activer I’expression de her4d de maniére autonome cellulaire. Ce
résultat est soutenu par des expériences réalisées chez le poisson zebre ou une perte d’activité
de la voie Notch (mopholino contre Su(H)) n’induit pas une réduction totale de I’expression
de her4 dans la plaque neurale. En revanche, la perte de fonction des génes de la famille ato
entraine une trés forte diminution de I’expression de her4 (Yeo et al., 2007). Ce résultat
suggere également qu’une partie de I’activation de her4 par les facteurs proneuraux est
indépendante de Notch. L’ensemble de ces données met donc en évidence que la régulation
positive de Ngnl sur her4 induit deux boucles de rétrocontréles négatifs sur I’expression de
ngnl. Quantitavement, la régulation non autonome cellulaire de I’expression de her4 par
Ngnl représente la plus importante. En revanche, la régulation autonome cellulaire pourrait
permettre une induction de I’expression de her4 plus rapide (car elle ne nécessite pas
plusieurs étapes de transcription et de signalisation) et par conséquent un meilleur contréle de
I’expression et de I’activité de ngnl.

L’intégration du niveau d’expression de Ngn et Her qui est régulé par ces deux boucles
de rétrocontréle est nécessaire afin de choisir le destin du progéniteur neural. Ngn entraine
I’activation de her qui en retour régule négativement sa propre expression et celle de Ngn.
Actuellement, la fonction de la boucle de rétrocontréle négatif autonome cellulaire entre Ngn
et Her est mal comprise. Néanmoins, on peut supposer qu’elle a pour role de maintenir le
progéniteur neural qui exprime Ngn a I’état indifférencié. Il est envisageable que lorsque le
progéniteur commence a exprimer Ngn, cette expression de her serve a «tamponner »
rapidement I’activité de Ngn afin d’éviter qu’il se différencie prématurément en neurone.

Les oscillations, qui integrent la régulation autonome et non autonome cellulaire de
I’expression de ngn et her, peuvent étre un moyen d’éviter une déplétion prématurée des
progéniteurs neuraux. Lorsqu’un progéniteur neural va se différencier avec un haut niveau de
Ngn2, ses voisins exprimeront Hes1 et seront maintenus en prolifération et cela méme si leur
niveau de Ngn2 était important. Il est possible qu’en plus de réguler I’expression de Ngn2,
Hesl puisse réprimer I’expression de certains de ces genes cibles impliqués dans la
différenciation. Cette hypothése pourrait expliquer pourquoi le niveau de Hesl doit étre bas
pour autoriser la différenciation neuronale. De plus, il est envisageable que les oscillations
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conduisent & I’accumulation de certains autres facteurs dans les progeniteurs neuraux (par
exemple Coe2 ou Fezf1/2) qui feront pencher I’équilibre vers la différenciation (Dubois et al.,
1998; Shimizu et al., 2010).

2. Le différentiel d’activité entre Ngn et Her est régulé par de nombreux
facteurs.

En addition de I’expression de Ngn et Her, et afin de mieux maitriser I’aspect temporel
de la différenciation neuronale, certains facteurs peuvent réguler I’expression des facteurs
proneuraux et/ou des genes her/hes. Il a récemment été mis en évidence que les facteurs de
transcription a doigts de zinc Fezfl et Fezf2 régulent positivement la différenciation neuronale
en réprimant directement I’expression de Hes5 (Shimizu et al., 2010). Les souris double KO
Fezf1/Fezf2 présentent une surexpression de Hes5 et une diminution de I’expression de Ngn2.
Ces souris mutantes montrent une inhibition de la différenciation neuronale dans le
télencéphale. De méme, Coe2 est un facteur régulant I’expression des facteurs proneuraux et
des génes her/hes. Des expériences réalisées chez le xénope et le poisson zebre ont montré
que coe2 était également régulé positivement par les génes proneuraux et négativement par les
facteurs her/hes (Dubois et al., 1998; Geling et al., 2004). En effet, coe2 est une cible,
probablement directe de Ngnl mais Coe2 peut aussi activer I’expression de ngnl (Figure39).
De plus, Coe2 peut inhiber I’expression de her4 mais Her4 peut aussi inhiber I’expression de
coe2 (Figure39). En conclusion, le gain de fonction de coe2 favorise la neurogenése alors que
sa perte de fonction la réduit.

ngnt herd

wi Xcoe2 RNA wi Xcoe2 RNA

Fig. 39: Hybridation in situ contre ngnl ou her4 dans un embryon sauvage ou apres surexpression de coe2. Coe2
est capable d’activer I’expression de ngnl et d’inhiber celle de her4 suggérant que son expression favorise la
différenciation neuronale. Vue dorsale de I’embryon et I’antérieur est vers le haut.

Une étude réalisée chez le poisson zébre a montré que I’activité de btbd6al/2 renforce
I’expression de ngnl et favorise la différenciation neuronale. Les genes btbd6al et btbd6a2

(btbd6a) codent pour des adaptateurs protéiques permettant de cibler les protéines a dégrader
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par le complexe ubiquitine/protéasome aprés ubiquitinylation. Ngnl est nécessaire pour
I’expression de ces géenes. La perte d’activité de btbd6al/2 entraine une tres forte réduction de
I’expression de ngnl dans la plague neurale mais aussi des genes delta ou du marqueur de
neurones différenciés isletl. La capacité de Btbd6a & promouvoir la différenciation neuronale
est due a son interaction avec une protéine appelée Plzf qui est un répresseur transcriptionnel
a doigts de zinc. La surexpression de Plzf entraine une diminution de I’expression de ngnl et
une absence de différenciation neuronale. En revanche, lorsque Btbd6a et Plzf sont
coexprimés dans les progéniteurs neuraux, leur interaction entraine la relocalisation de Plzf du
noyau vers le cytoplasme pour y étre dégradé. Ainsi, Plzf ne peut plus maintenir les
progéniteurs a I’état indifférencié et inhiber la neurogenése. La dégradation de Plzf par
I’intermédiaire de Btbd6a est un mécanisme nécessaire pour promouvoir la différenciation
neuronale (Sobieszczuk et al., 2010). Ces résultats montrent que ngnl et btbd6a forment une
boucle de rétrocontrdle positif dans laquelle Ngnl active I’expression de btbd6a qui va
permettre de réduire I’activité de Plzf et renforcer I’expression de ngnl.

La glycosyltransférase Lunatic-fringe (Lfng) a pour fonction de glycosyler certains
sites spécifiques dans le domaine extracellulaire du récepteur Notch pour renforcer la liaison
entre le récepteur Notch et le ligand Delta. Chez le poisson zébre, la perte de fonction de Ifng
a pour effet d’induire une augmentation de la différenciation neuronale. Dans ce contexte
I’expression de genes comme ngnl asclla/b ou deltaA/B est augmentée suggérant que le
nombre de progéniteurs neuraux est plus important et que I’activité de la voie Notch est
réduite. Effectivement, I’expression des géenes her4 et her12, qui est un reflet de I’activité de
la voie Notch, est réduite en I’absence de Lfng. Au contraire, la surexpression de Lfng
entraine une diminution importante de la différenciation neuronale (Nikolaou et al., 2009).
J’ai également montré que Ifng est une cible des facteurs proneuraux (Figure 29M-O). La
triple perte de fonction de ngnl et asclla/b entraine une importante réduction de I’expression
de Ifng et la surexpression de Ngnl induit I’expression ectopique de Ifng (Nikolaou et al.,
2009). La régulation de I’expression de Ifng est indépendante de I’activité de la voie Notch car
dans un contexte ou la voie Notch est inactivée par ajout de DAPT, I’expression de Ifng est
augmentée. Ce résultat indique que Ifng est activé en aval des facteurs proneuraux et
indépendamment de la voie Notch. Finalement, il a été mis en évidence par des expériences
de transplantation de cellules (cellules Ifng-/- vers embryons sauvages) que la fonction de Ifng
est d’augmenter I’activation de Notch de maniére autonome cellulaire afin d’inhiber la
différenciation neuronale (Nikolaou et al., 2009). Cette étude a révélé un nouveau mécanisme

de contrdle de la détermination neurale ou les facteurs proneuraux initient une boucle de
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rétrocontrdle négatif par I’activation de Lfng qui en retour favorise I’inhibition latérale et la

répression des génes proneuraux.

L’ensemble de ces études met en évidence un nombre important de rétrocontrdles
positifs et négatifs entre les facteurs proneuraux et un ensemble de facteurs impliqués dans la
différenciation neuronale. Ces exemples et les oscillations entre Ngn et Her montrent
comment les interactions entre plusieurs facteurs rendent complexe I’établissement d’un choix
entre prolifération et différenciation pour un progéniteur neural. Il semblerait que le but
principal de tous ces rétrocontroles est d’étendre la différence entre Ngn et Her dans un

nombre restreint de progéniteurs.

3. L’intégration du niveau d’activité et des interactions entre tous les facteurs :
une nécessité pour modéliser la différenciation neuronale ?

Il semble que bien qu’un haut niveau d’expression des facteurs proneuraux soit
nécessaire a la différenciation neuronale celui-ci ne soit pas suffisant car en paralléle le niveau
d’expression des génes her doit étre bas. Les mécanismes permettant d’établir ces différences
affectent soit directement I’expression de Ngn et/ou de Her (ngn, Fezf, coe, her, btbd6...) ou
indirectement leurs activités par la régulation de la voie Notch (delta, Ifng...). L’intégration du
niveau d’activité de tous ces facteurs a un temps T permet de séléctionner un progéniteur qui
va se différencier (niveau d’expression de Ngn éléveé et niveau d’expression de Her faible).
Cette description du systeme contrélant la différenciation neuronale est loin d’étre exhaustive
et de nombreux autres facteurs contrélant ce processus peuvent étre impliqués dans ces
rétrocontréles (Kageyama et al., 2008b; Kageyama et al., 2009). Dans I’avenir, si nous
souhaitons comprendre de maniere plus précise la différenciation des progéniteurs neuraux et
modéliser ce processus développemental important, il est nécessaire d’identifier la majorité
des interactions entre les différents facteurs impliqués. De plus, il est nécessaire de savoir a
quel niveau la régulation entre chaque facteur s’effectue. Nous avons suggéré qu’en plus
d’une régulation négative de la transcription de ngnl par les facteurs Her, I’activité de Ngnl
pouvait également étre régulée de maniére « post-transcriptionnelle ». Her pourrait
éventuellement s’hétérodimériser avec Ngn pour bloquer son activité ou alors réguler
négativement I’expression de génes cibles de Ngnl. 1l est également connu que les facteurs de
la famille Ngn peuvent étre régulés au niveau protéique par phosphorylation (contréle son
activité) ou par le systéme ubiquitine-protéasome (controle sa dégradation) (Hand et al., 2005;
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Vosper et al., 2007; VVosper et al., 2009). Comme décrit précédemment, I’activité de Ngn1 est
également régulée par I’expression du gene btbd6a, qui permet de degrader un répresseur
transcriptionnel de ngnl (Sobieszczuk et al., 2010). Ces différentes maniéres de réguler
I’activité de Ngn, n’ont pas le méme effet sur le destin du progéniteur neural et ses voisins car
la vitesse de réduction de I’activité de Ngn est différente et influe sur I’expression des autres
facteurs de maniére autonome et non autonome cellulaire. 1l est probable que les mecanismes
de contr6le de I’activité de Ngn soient dépendants du niveau d’activité d’un ensemble de
facteurs pour un progéniteur donné a un temps donné. Par conséquent, et en extrapolant ces
hypothéses aux différents facteurs impliqués dans la différenciation neuronale, il est
actuellement difficile d’établir un modele permettant de definir quand un progéniteur neural
va se différencier.

Finalement, il semblerait que les différents mécanismes de contréle de la
différenciation neuronale aient pour point central la régulation positive de I’expression des
facteurs proneuraux au dépend des génes her. Une grande partie des facteurs régulant
I’activité des facteurs proneuraux est également régulée positivement par I’activité de ces
mémes proneuraux. De plus, ces facteurs sont aussi soumis a des rétrocontrdles positifs et

négatifs (Figure40).

Fig. 40: Représentation schématique de nombreux facteurs impliqués dans le controle de la différenciation
neuronale et des rétrocontrdles qu’ils exercent les uns sur les autres. Tous ces acteurs ont comme point commun
la régulation positive ou négative de I’expression/activité de Ngn. Les fleches pleines représentent un effet
autonome cellulaire alors que les pointillés représentent une régulation dépendante de Notch.

Il est intéressant de noter que des genes tels que deltaA, deltaD, her4, herl5, Ifng ou coe2 sont

des genes cibles communs a Ngn1l et Asclla chez le poisson zébre. Cette observation renforce
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I’idée qu’un ensemble de genes cibles communs est impliqué dans un processus général a tous

les neurones comme la détermination neurale.
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I1. Ngnl contrdle la guidance axonale des neurones olfactifs par la régulation d’un
ensemble de genes.

J’ai précédemment cité de nombreux génes cibles communs a Ngnl et Asclla chez le
poisson zébre impliqués dans la détermination neurale. Néanmoins, il a été établi par plusieurs
études que méme des genes cibles communs étaient régulés par I’intermédiaire d’éléments de
régulation (CRM) distincts (Castro et al., 2006; Hans and Campos-Ortega, 2002; Madelaine
and Blader, 2010). En effet, les génes deltaD (ou Deltal chez la souris) et deltaA sont régulés
par I’intermédiaires de CRM composés d’E-Box ayant un consensus particulier. Cela suggere
que les facteurs proneuraux ont la capacité de réguler des geénes cibles différents par
I’intermédiaire de CRM différents. lls peuvent donc avoir des activités différentes lors de la
specification neuronale. A ce jour, le meilleur exemple de ce role spécifique est la régulation
de Rnd2 par Ngn2 (Heng et al., 2008). Rnd2 est nécessaire a la migration radiale et a la
morphogénese des neurones corticaux chez la souris. Durant ma these, j’ai utilisé le
développement des neurones olfactifs chez le poisson zébre comme modéle afin d’identifier
des nouvelles fonctions pour Ngnl. Tout d’abord, j’ai pu montrer que Ngnl avait une activité
redondante avec un autre facteur proneural, Neurod4 pour la neurogenese olfactive. Ensuite,
j’ai pu mettre en évidence une nouvelle activité pour Ngnl dans le contrble de la guidance

axonale, incluant la projection et la fasciculation axonale.

1. Les activités redondantes de Ngn1 et NeuroD4 sont conservees pour la
neurogenése habenulaire.

Tout comme lors du développement de la placode olfactive, Ngn1 est exprimé dans les
progéniteurs neuraux des habenulaes en formation qui sont localisées dans I’hypothalamus
dorsal. De maniére intéressante, cxcrdb est également exprimé dans les habenulaes, dans une
population de cellules qui semblent étre ngnl+ (Roussigne et al., 2009). Cette observation
m’a amené a émettre I’hypotheése que la régulation de cxcr4b par Ngnl pourrait étre
conservée dans les progéniteurs habenulaires. La perte de fonction de ngnl n’entraine pas la
perte d’expression de cxcrdb ou des habenulaes. En revanche, comme dans la placode
olfactive, la double perte de fonction ngnl/neurod4 conduit a une absence des progeniteurs
neuraux (cxcr4b+). De plus, cette double perte de fonction conduit a une absence des
habenulaes car I’expression de brain3a qui est un marqueur des neurones différenciés est trés

fortement réduite (R.Madelaine, C.Halluin, M.Roussigné et P.Blader, en préparation)
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(Figure4l). Il semblerait que les habenulaes et les placodes olfactives utilisent les mémes
mécanismes moléculaires (redondance entre Ngnl et Neurod4) pour la neurogeneése.
Néanmoins, alors que certains aspects de la neurogenese (progéniteurs cxcr4b+, redondance
fonctionnelle) sont conservés, d’autres semblent différents. En effet, alors que dans une perte
de fonction de ngnl on observe un délai dans la formation des neurones olfactifs, il ne semble
pas y avoir de délai ou de réduction du nombre de neurones dans les habenulaes. Cela
signifierait que contrairement a la placode olfactive ou I’expression précoce de neurod4 est
dépendante de Ngn1, cela ne soit pas le cas dans les habenulaes. Toutefois, il est possible que
la redondance ne soit pas totale mais qu’une analyse quantitative précise en terme
d’expression de neurod4 et du nombre de neurones formés soit nécessaire pour observer un
phénotype.

wi ng 111059

cxcrdb

MO zath3

48 hpf

wit

brain3a

MO zath3

Fig. 41: Hybridation in situ contre cxcr4b (A-D) ou brain3 (E-H) dans un embryon sauvage (A,E), ngnl mutant
(B,F), neuroD4/zath3 morphant (C,G) ou double perte de fonction ngnl/neuroD4 (D,H). Ngnl et NeuroD4 ont
une activité redondante pour la neurogenése des habenulaes. (A-C) Vue dorsale de I’épithalamus et I’antérieur
est vers le haut.

Les habenulaes sont les cibles des projections axonales provenant des bulbes olfactifs
(Koide et al., 2009; Miyasaka et al., 2009) (Figure42). Il est trés intéressant de se rendre
compte que deux systéemes sensoriels qui participent au méme circuit neuronal présentent la

méme régulation de la neurogenése impliquant les facteurs de la famille atonal. Il serait
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intéressant de savoir si la formation d’autres structures qui participent a ce circuit est
également contrélée par Ngnl et NeuroD4. Une étude a deéja mis en évidence qu’un seul
facteur, phox2b, était nécessaire a la formation de plusieurs structures connectées dans un
méme circuit neuronal dans le systéme nerveux autonome (viscéral) (Dauger et al., 2003). Ce
circuit permet de moduler I’activité d’organes internes (réflexe viscéral). En I’absence de
phox2b, des ganglions parasympathiques et craniens, les neurones entériques, les
motoneurones viscéraux, le « carotid body » et le « nucleus solitary tract » ne sont pas formés
ou ne sont pas correctement spécifiés (Dauger et al., 2003; Pattyn et al., 2000; Pattyn et al.,
1999). Cet exemple montre qu’un facteur de transcription peut étre nécessaire a la mise en
place d’un circuit neuronal spécifique en induisant la formation de structure qui sont éloignées
spatialement mais connectées physiologiquement. Ngnl est lui aussi impliqué dans la
formation de structures connectées dans un méme circuit neuronal. Il est nécessaire a la
formation des neurones sensoriels de Rohon-Beard, des ganglions trijumeaux et du neurone
réticulo-spinal de Mauthner qui sont tous impliqués dans le réflexe de fuite chez la poisson
zebre (Andermann et al., 2002; Cornell and Eisen, 2002; Fetcho and Faber, 1988; Fetcho et
al.,, 2008; Fetcho and O'Malley, 1995). Il est possible que le couple de facteurs de
transcription ngnl/neurod4 soit également nécessaire au développement d’un circuit
spéecifique a I’olfaction, permettant la sensation (placode olfactive), I’intégration (habenulae)
et la réaction ( ? ). Afin de le déterminer, il faudrait par exemple étudier la formation du bulbe
olfactif (ou projettent les axones de la placode olfactive) ou du noyau inter-pédonculaire (ou

projettent les axones des habenulaes) (Aizawa et al., 2005; Miyasaka et al., 2009).

Fig. 42: (A) Représentation schématique du cerveau antérieur de poisson zebre a 7 dpf en vue dorsale. (B)
Double immunomarquage dans la lignée transgénique Ihx2a:gap-yfp avec la GFP et SV2. Les axones olfactifs
du bulbe olfactif étendent leurs axones dans le télencéphale et certains croisent la ligne médiane pour finalement
projeter uniquement sur I’habenulae droite. OE : épithélium olfactif ; OB : bulbe olfactif; LOT : projection
olfactive latérale ; MOT : projection olfactive médiane ; P : épiphyse ; Hb : habenulae. (Miyasaka et al., 2009)
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2. Assemblement de la placode olfactive dans le mutant ngnl.

Dans un mutant pour Ngnl, la mise en place de la placode olfactive n’est pas
fortement affectée par la perte d’expression précoce de cxcr4b. Pourtant, le mutant cxcrdb
(mutant odysseus) présente des défauts d’assemblement de la placode olfactive (Miyasaka et
al., 2007). Il est possible que dans le mutant ngnl, I’expression de cxcr4b qui est dépendante
de NeuroD4 a partir de 16 hpf soit capable de sauver le phénotype. En effet, a ce stade, les
territoires de la placode olfactive et du télencéphale n’ont pas encore ségrégés. Cette
observation peut expliquer pourquoi I’expression tardive de cxcrdb est suffisante pour
assembler correctement la placode olfactive. Nous ne pouvons tout de méme pas exclure
totalement que les defauts de projections axonales soit un phénotype secondaire di a des
défauts subtils dans I’assemblement de la placode. Néanmoins, la surexpression de cxcl12a, le
ligand de cxcr4b, conduit a un mauvais positionnement des neurones olfactifs mais pas a des
défauts de projections axonales (Miyasaka et al., 2007). Ce résultat suggere que les défauts de
projections axonales observés dans le mutant ngnl sont, au moins en partie, dus a la perte

d’expression précoce de cxcr4db qui a une fonction spécifique dans la guidance axonale.

3. cxcrdb et robo2/olfmlb sont exprimes a des étapes differentes de la neurogenése.

Nous avons identifié de nouveaux genes cibles spécifiques de Ngnl impliqués dans la
guidance axonale. Le récepteur aux chemokine cxcr4b est nécessaire pour la projection des
axones olfactifs tandis que robo2 et olfactomedinlb sont impliqués dans la fasciculation du
nerf olfactif. Il est intéressant de noter que dans le mutant ngnl, I’expression de ces trois
facteurs est perdue dans la placode olfactive en développement. Néanmoins, I’expression de
cxcrdb est détectée dans les progéniteurs alors que robo2 et olfmlb sont exprimés dans les
neurones différenciés. Ces observations suggerent que cxcr4b serait une cible directe de Ngnl
tandis que robo2 et olfm1b seraient des cibles indirectes. Une régulation indirecte impliquerait
que Ngnl régule d’autres facteurs intermédiaires, probablement dans les progéniteurs, afin de
permettre plus tardivement I’expression de genes cibles dans les neurones différenciés. Ngnl
a une activité redondante avec NeuroD4 pour réguler I’expression de deltaA ou cxcrdb dans
les progéniteurs neuraux. En revanche, seul Ngnl a la capacité de conduire a la
différenciation de neurones olfactifs précoces qui expriment robo2 et olfmlb. Deux

hypothéses peuvent étre envisagées pour expliquer ces difféerences. Premierement, Ngnl a la
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capacité d’induire des facteurs spécifiques permettant I’expression de robo2 et olfmlb dans
les neurones olfactifs precoces mais pas NeuroD4. Par exemple, ce mécanisme pourrait avoir
lieu si a un moment donné, Ngnl peut interagir avec un cofacteur alors que NeuroD4 en est
incapable ou alors que le cofacteur est présent précocement (10-16 hpf) mais pas tardivement
(aprés 16 hpf). Cette hypothese est néanmoins peu probable car NeuroD4 est tout a fait
capable de diriger I’expression d’olfmlb dans les neurones sensoriels olfactifs dans un mutant
ngnl. Deuxiéme hypothése, le délai entre I’expression de neurod4 et la fin de différenciation
des neurones olfactifs précoces est trop court (6h). Ce délai ne permettrait pas I’activation de
certains génes dans les progéniteurs qui seront ensuite nécessaires a I’expression de robo2 et
olfimlb dans les neurones différenciés. Le fait que la formation des neurones sensoriels
olfactifs soit retardée de 12h mais puisse avoir lieu dans un mutant ngnl renforce cette
hypothese. 1l semble donc que la spécification correcte des neurones olfactifs précoces
nécessite d’avoir exprimé un facteur proneural pendant une longue période (plus de 6h) pour
étre correctement réalisé. Ceci est peut étre du au fait qu’un certain nombre de génes cibles
indirectes doivent étre activés avant la différenciation.

Cxcr4b est une cible probablement directe de Ngnl, malheureusement, nous n’avons
pas eu la possibilité d’identifier les éléments de réponse a Ngnl dans le promoteur de cxcr4b.
Néanmoins, il existe un BAC qui permet de diriger I’expression de la GFP de maniere
similaire a [I’expression endogene de cxcrdb chez le poisson zebre (D.Gilmour,
communication personnelle). 1l est envisageable par une approche de ChlPseq d’identifier les
éléments de réponse a Ngnl dans ce BAC. Ainsi, il serait possible de tester la fonctionnalité
de ces CRM. De plus, il serait intéressant de savoir si le CRM identifié est semblable a
d’autres en termes de sequence et de nombres d’E-Box. Comme cxcr4b, n’est pas régulé par
Asclla, il est envisageable que I’identification d’un nouveau CRM spécifique pour Ngnl
permette de mieux appréhender les différences d’activités entre les facteurs proneuraux de la
famille ato et ac-sc.

4. Distinction des fonctions de Ngn1 et Cxcr4b dans I’établissement de la guidance
axonale des neurones de la placode olfactive.

Dans un mutant pour ngnl, 100% des placodes olfactives présentent des défauts de
projections axonales a 24 hpf contre seulement 45% a 48 hpf. Une explication simple est que
dans certains cas, I’expression de cxcrdb indépendante de Ngnl a 16 hpf soit suffisante pour
sauver la projection des axones a 48 hpf. Si un axone de neurone olfactif précoce est capable
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de projeter dans vers le bulbe olfactif, il est peut étre capable d’aider les autres axones a
projeter également comme suggéré par les expériences de transplantation (effet de groupe ?).
Il semble en effet, que le phénotype de projection des axones olfactifs soit de type tout ou rien
dans le mutant ngnl. Il est possible qu’a 24 hpf, il soit trop tot pour voir le sauvetage de la
projection axonale car Cxcr4db a besoin d’étre accumulé dans le progéniteur neural. Dans un
embryon sauvage, cxcr4b est exprimé dans les progéniteurs des neurones olfactifs précoces
durant environ 12h contre 6h dans un embryon mutant pour ngnl. Cette observation pourrait
expliquer la différence dans la pénétrance du phénotype a 24 hpf et 48 hpf. Une autre
explication serait que I’expression de cxcr4b, dans les progéniteurs des neurones sensoriels
olfactifs (OSN), permette de sauver partiellement le phénotype dans le mutant ngnl. Le
mutant odysseus (cxcr4b), comme le mutant ngnl a 48 hpf, n’a pas un phénotype totalement
pénétrant. Dans ce cas, cela peut étre expliqué car parfois quelques axones de neurones
précoces sont capables de projeter et permettent a tous les neurones sensoriels olfactifs de
cibler le bulbe olfactif (Miyasaka et al., 2007). Dans le mutant ngnl, ce phénotype
intermédiaire n’est jamais observé et on a toujours un phénotype de type tout ou rien pour la
projection des axones olfactifs. Dans les mutants odysseus et ngnl, la capacité des axones a
projeter dans certains cas suggerent que d’autres facteurs que cxcrdb peuvent étre impliqués
dans I’établissement des projections axonales mais que ces facteurs n’ont pas une activité
complétement redondante avec Cxcr4b.

cxcrdb est exprimé dans les progéniteurs des neurones olfactifs précoces jusqu’a 22
hpf puis de dans les progéniteurs des neurones sensoriels olfactifs jusqu’a 48 hpf. Aprés 48
hpf, I’expression de cxcr4b est perdue dans la placode olfactive. L’expression de cxcr4b dans
les progeniteurs des neurones sensoriels olfactifs n’est pas suffisante pour permettre la
projection des axones olfactifs dans le mutant ngnl. Quelle peut donc étre la fonction de
cxcrdb dans les progéniteurs des neurones sensoriels olfactifs ? Il semblerait qu’elle ne soit
pas non plus strictement nécessaire. Dans le mutant odysseus, les neurones olfactifs sensoriels
sont capables de projeter si un faible nombre de neurones olfactifs précoces projetent vers le
bulbe olfactif (Miyasaka et al., 2007). L’expression de cxcr4b dans les progéniteurs olfactifs
sensoriels pourrait étre nécessaire pour leur intégration dans la placode olfactive. Néanmoins,
le profil d’expression de cxcll2a, le ligand de cxcrdb, ne permet pas de favoriser cette
éventualité. Une autre possibilité serait que la fonction de cxcr4b dans les progéniteurs des
neurones sensoriels olfactifs soit d’aider les axones des neurones olfactifs a suivre

I’échafaudage d’axones des neurones précoces pour cibler correctement le bulbe olfactif.
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Les défauts de projections axonales sont plus pénétrants dans le mutant ngnl que dans
le mutant cxcr4b alors que I’expression de cxcrdb réapparait a 16 hpf dans les progéniteurs
neuraux. Contrairement a Cxcr4db, Ngnl pourrait réguler I’expression d’un grand nombre de
genes cibles impliqués dans la guidance axonale. En plus de la perte d’expression de cxcrab,
I’expression de robo2 et olfmlb est aussi perdue dans les neurones pionniers. 1l a été montré
précedemment que la signalisation robo/slit était requise pour la fasciculation des neurones
olfactifs (Miyasaka et al., 2005). Dans le mutant pour robo2 (astray), les axones des neurones
olfactifs ne sont pas capables d’établir des glomérules correctes avec le bulbe olfactif du aux
défauts de fasciculation (Figure43). En ce qui concerne olfmlb, il a été démontré que c’était
une glycoprotéine secrétée necessaire a la croissance et a la fasciculation des axones des
neurones de la rétine chez le poisson zeébre (Nakaya et al., 2008; Tomarev and Nakaya, 2009).
De plus, il semble que la protéine Olfmlb peut interagir avec WIF-1 qui est un inhibiteur
secrété de la signalisation WNT. Cette interaction aurait pour but d’activer la voie WNT pour
permettre la croissance et la fasciculation des axones. Il est donc envisageable que la voie

WNT soit aussi impliquéee dans la guidance axonale des neurones olfactifs.

Fig. 43: (A-B) Observation des projections axonales olfactives (Zns-2) dans un embryon sauvage (A) ou mutant
pour robo2 (B) a 36 hpf. La perte de fonction de robo2 induit des défauts de fasciculation axonale (fleche noire)
(B). (C-D) Observation des projections axonales olfactives dans la lignée transgénique omp:gfp dans un embryon
sauvage (C) ou mutant pour robo2 (D) a 72 hpf. La perte de fonction de robo2 induit des défauts de projection
des axones olfactifs et de formation des glomérules avec le bulbe olfactif (D). Ces défauts peuvent étre liés aux
défauts de fasciculation qui sont nécessaires pour une guidance axonale correcte vers le bulbe olfactif (B).
(Miyasaka et al., 2005)
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Une autre hypoyhése, pour expliquer la différence de pénétrance entre le mutant ngnl
et le mutant cxcrdb, peut étre que Ngnl a la capacité de réguler I’expression de genes
impliqués dans la projection axonale des neurones olfactifs dans d’autres structures que la
placode olfactive. J’ai déja montré que I’expression du ligand pour cxcrdb (cxcll2a) dans le
bulbe olfactif n’était pas dépendante de Ngnl. Néanmoins, Ngnl est exprimé dans le
télencéphale, il est alors envisageable que certains genes (par exemple des ligands pour
robo2) soit exprimés dépendamment de Ngnl pour guider les axones olfactifs vers le
télencéphale puis le bulbe olfactif. Dans ce cas, une partie des défauts de projections axonales
des neurones olfactifs serait non autonome cellulaire dans le mutant ngn1.

Dans le mutant astray, les phénotypes observés suggeérent qu’une fasciculation
correcte des neurones olfactifs précoces est nécessaire pour I’établissement de contact
(glomérule) entre les neurones sensoriels olfactifs et le bulbe olfactif. Dans le mutant ngnl a
48 hpf, les axones des neurones olfactifs, qui sont capables de projeter, montrent des défauts
de fasciculation et de connection avec le bulbe olfactif. Les axones des neurones pionniers
sont trés importants pour guider les axones des neurones olfactifs (Whitlock and Westerfield,
1998). lls servent de structure permettant la fasciculation, la projection et I’établissement
d’une carte des glomérules sur le bulbe olfactif. Dans le mutant odysseus, quand les axones
projettent, la carte glomérulaire est identique a celle observée dans un embryon sauvage
contrairement aux mutants ngnl ou elle est tres affectée. Il semble que la diminution du
nombre de neurones olfactifs précoces et I’absence d’expression d’un certain nombre de
genes impliqués dans la guidance axonale conduisent les neurones olfactifs qui projettent a
contacter le bulbe olfactif de maniére anarchique dans le mutant ngn1l.

5. Ngnl et ses cibles transcriptionnelles comme génes impliqués dans le syndrome
multi-génétique de Kallmann ?

La perte de fonction de cxcr4b (mutant odysseus) est responsable d’un grand nombre
de défauts en addition aux défauts de projections axonales des neurones olfactifs. Par
exemple, la migration des cellules germinales, de la ligne latérale et I’assemblement des
ganglions trijumeaux sont également affectés (Haas and Gilmour, 2006; Knaut et al., 2005;
Knaut et al., 2003). Plus récemment, une étude a mis en évidence une fonction pour cxcr4b
dans la migration des neurones a GnRH chez le poisson zébre (Palevitch et al., 2009).
Effectivement, dans le mutant odysseus, les neurones a GnRH ne sont pas capables de migrer
de I’épithélium olfactif vers I’hypothalamus entre 26 et 48 hpf. Au début du développement
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embryonnaire, les neurones a GnRH sont localisés dans la placode olfactive et interagissent
physiqguement avec le nerf olfactif (RM et PB, résultats non publiés) (Figure44A-B). Une
hypothése envisageable est que les défauts de migration des neurones a GnRH soient un
phénotype secondaire des défauts de projection du nerf olfactif observé dans le mutant
odysseus (Miyasaka et al., 2007) (Figure44C-F). 1l est possible que dans le mutant pour ngnl,
les neurones a GnNRH soient également incapables de migrer vers I’hypothalamus lorsque les
axones olfactifs ne projettent pas. De plus, il a été mis en évidence que des défauts de
connection entre le nerf olfactif et le bulbe olfactif (comme dans les mutants pour ngnl et
cxcrdb) pouvaient étre responsables de défauts de différenciation du bulbe olfactif
(Yanicostas et al., 2009).

L.,

Fig. 44: (A-B) Observation des neurones a GnRH dans la lignée transgénique gnrh3:gfp, dans un embryon
sauvage. A 24 hpf, les neurones a GnRH (double immunomarquage Isletl (rouge)/GFP (vert)) sont localisés
dans la placode olfactive (A). A 48 hpf, les axones des neurones a GnRH (GFP/vert) colocalisent avec le nerf
olfactif (Zns-2/rouge) (B). (C-D) Observation des neurones a GnRH dans la lignée transgénique gnrh3:gfp, dans
un embryon sauvage (C) ou mutant pour cxcrdb (D). (E-F) Double marquage des neurones pionniers (Zns-2,
magenta) et olfactifs (omp, vert) dans un embryon sauvage (E) ou mutant pour cxcr4b (F). Dans le mutant pour
cxcrdb, les neurones a GnRH ne migrent pas correctement vers le bulbe olfactif puis I’hypothalamus (D), ce
phénotype pourrait étre lié aux défauts de projection des axones olfactifs de la placode olfactive vers le bulbe
olfactif (F). (Miyasaka et al., 2007; Palevitch et al., 2009)

Il existe une maladie génétique embryonnaire qui associe un hypogonadisme et une
anosmie qui est appelée syndrome de Kallmann chez I’homme. L’hypogonadisme est dd a
une absence de neurones exprimant la gonatropine (neurones a GnRH) dans I’hypothalamus

alors que I’anosmie est due a des défauts de developpement du bulbe olfactif (Dode and
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Hardelin, 2009). Actuellement, les principales mutations génétiques associées a cette maladie
concernent les génes KAL-1, FGFR1, FGF8, PROK2 et PROKR2 (Dode et al., 2007; Dode et
al., 2006; Hardelin and Dode, 2008; Monnier et al., 2009). Néanmoins, seulement 30% des
cas du syndrome de Kallmann sont dus a ces 5 genes. L’identification de nouvelles mutations
pouvant étre responsables de phénotypes similaires a ceux observés dans le syndrome de
Kallmann est trés importante. Dans cette optique, une analyse poussée des phénotypes
mutants pour ngnl, robo2 et cxcrdb pourrait aider a mieux appréhender les événements a
I’origine de cette maladie.

L hypothese qui peut expliquer I’association entre hypogonadisme et anosmie est que
des défauts de projections des axones olfactifs vers le bulbe olfactif soient responsables des
deux phénotypes (Schwanzel-Fukuda et al., 1989; Schwanzel-Fukuda and Pfaff, 1989). Si les
axones olfactifs n’arrivent pas a projeter vers le bulbe olfactif, les neurones a GnRH ne
pourront pas migrer vers I’hypothalamus en suivant le nerf olfactif et le bulbe olfactif ne se
développera pas correctement. Cette hypothése est soutenue par des études récentes réalisées
chez le poissons zeébre qui ont mis en évidence des défauts de projections axonales, de
différenciation du bulbe olfactif et une absence de neurones a GnRH dans I’hypothalamus
dans le cas d’une perte de fonction de kal-1 (kallmann-1) (Whitlock et al., 2005; Yanicostas et
al., 2009) (Figure45).

‘ anti-GnRH

= )-' -
MO kalla

120 hpt

anti-GnRH

MO-kalla

Fig. 45: (A-B) Observation des projections axonales olfactives dans la lignée transgénique omp:gfp, dans un
embryon sauvage (A) ou morphant pour kalla a 36 hpf (B). La perte de fonction de kalla induit des défauts de
fasciculation et projections axonales de la placode olfactive vers le bulbe olfactif. (C-D) Immunomarquage
contre la Tyrosine Hydroxylase dans un embryon sauvage (C) ou morphant kalla (D) qui montre que la perte de
fonction de kalla entraine des défauts de différenciation des neurones situés dans le bulbe olfactif (OB) a 120
hpf. Les défauts de différenciation du bulbe olfactif pourraient étre liés aux défauts de projections axonales
observés dans le morphant kalla (B). (E-F) Immunomarquage contre les GnRH dans un embryon sauvage (E) ou
morphant kalla (F) montrant que les neurones a GnRH hypothalamiques sont absents dans le morphant (fleche
noire dans sauvage) a 26 hpf (F). Les défauts de migration des neurones a GnRH pourraient étre liés aux défauts
de projection axonales observés dans le morphant kalla (B). (Whitlock et al., 2005; Yanicostas et al., 2009)
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Chez les mammiféres comme chez le poisson zébre, les neurones a GnRH sont
localisés dans I’épithélium olfactif au début du développement et ont besoin de I’activité de
cxcrd pour migrer (Palevitch et al., 2009; Schwarting et al., 2006). Dans le mutant ngnl, dans
la moitié des épithéliums olfactifs, les axones olfactifs ne projettent pas mais lorsqu’ils
projettent, j’ai observé de graves défauts de fasciculation du nerf olfactif et de formation des
glomérules avec le bulbe olfactif. Ces phénotypes sont similaires a ceux décrits chez le
poisson zébre dans des embryons mutants pour cxcrdb (absence de projection) et robo2
(defauts de fasciculation) (Miyasaka et al., 2007; Miyasaka et al., 2005) (Figure43 et 44).
Dans le mutant pour robo2 (astray), les défauts de fasciculation du nerf olfactif ont été
associes a des défauts de contact entre le nerf et le bulbe olfactif. Comme Ngnl est capable de
contréler la guidance axonale par la régulation de génes cibles, il pourrait étre impliqué dans
la différenciation du bulbe olfactif et la migration des neurones a GnRH. Alors, il est possible
que les mutants pour ngnl et ses géenes cibles (cxcrdb, robo2...) présentent des défauts de
développement du bulbe olfactif et de migration des neurones a GnRH. Une analyse de ce
processus dans ces mutants permettrait d’identifier s’il existe un lien entre la qualité des
projections axonales, la différenciation du bulbe olfactif et la migration des neurones a GnRH.
Finalement, une telle étude permettrait d’évaluer si I’association entre hypogonadisme et
anosmie est le résultat d’un seul événement qui est I’absence de contact entre les axones
olfactifs et le bulbe olfactif. De plus, elle pourrait permettre d’identifier de nouveaux genes
candidats, ngnl, cxcrdb et robo2, dans la maladie multi-génétique qu’est le syndrome de

Kallmann.

En conclusion, cxcr4b est une cible probablement directe des facteurs proneuraux de la
famille atonal qui a une fonction dans un processus de spécification neuronale, la guidance
axonale. L’ensemble de nos données indique qu’un progéniteur neural n’est pas une cellule
multipotente naive. L’activité spécifique d’un facteur proneural dans un progéniteur neural
permet I’expression d’un programme génétique spécifique nécessaire a I’établissement de son

identité et a la mise en place d’un systeme nerveux fonctionnel.
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During my thesis, | have studied specific activity of bHLH transcription factor called
proneural genes which are necessary and sufficient for the formation of neurons. The two
families of proneural genes: achaete-scute and atonal have divergent activities in the formation
of neurons. Proneural genes are transcription factor, making it likely that divergent activity
between atonal and achaete-scute family comes from transcriptional regulation of specific targets
genes. To understand these divergences, we have begun a study of deltaA gene regulation. The
functional analysis of the deltaA promoter led us to identify a cluster of three non-redundant E-
Box which act in a cooperative manner to allow DNA binding and regulation of deltaA by Ngn1.
This study provides a novel mechanism for the regulation of target genes by proneural genes of
the neurogenin family. In order to have a better understanding of specific Ngn1 activity in control
of neuronal identity, | have studied the function of two specific Ngnl target genes, neurod4 and
cxcrdb. In the developing olfactory placode, early neurod4 or cxcrdb expression is dependent of
Ngnl. | have show that in absence of Ngnl and Neurod4, olfactory neurons are totally lost
indicating that these two genes act in a redundant manner to control olfactory neurogenesis. |
have show that early cxcrdb expression which is lost in ngnl mutant is necessary to allow axonal
projection of olfactory neurons on the olfactory bulb. Interestingly, cxcrdb is expressed only in
neural progenitor but his function is required in differentiated neurons. Ngn1l activity is necessary

in neural progenitor to control neuron behaviour.
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