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RÉSUMÉ 
 
 La rétine est constituée de plusieurs types de neurones incluant les cellules 

amacrines, ganglionnaires, bipolaires et les photorécepteurs. Les photorécepteurs, qui 

englobent les cônes et les bâtonnets, sont des neurones sensoriels hautement spécialisés 

qui permettent la conversion de la lumière en signaux électriques par le mécanisme de 

phototransduction. Les mécanismes moléculaires par lesquels les progéniteurs rétiniens 

(RPCs) se différencient en différents neurones spécialisés comme les photorécepteurs 

sont encore peu connus. Le gène Polycomb Bmi1 appartient à la famille des gènes 

Polycomb qui forment des complexes multimériques impliqués dans la répression de 

l’expression génique via le remodelage de la chromatine. Au niveau biologique, le gène 

Bmi1 régule, entre autre, le contrôle de la prolifération cellulaire, le métabolisme des 

radicaux libres, et la réparation de l’ADN. Récemment, il a été démontré que Bmi1 joue 

un rôle critique dans la prolifération et l’auto-renouvellement d’un groupe de RPCs 

immatures. De plus, Bmi1 est essentiel au développement post-natal de la rétine. 

L'objectif de cette étude est d'analyser le rôle de Bmi1 dans le développement et la survie 

des photorécepteurs chez la souris. Nos résultats révèlent un phénotype de 

dégénérescence des photorécepteurs de types cônes chez notre modèle de souris 

déficiente pour Bmi1. Les bâtonnets sont insensibles à la mutation. De plus, Bmi1 est 

exprimé de façon prédominante dans les cônes. Nos expériences de culture de cellules 

rétiniennes suggèrent que le phénotype est cellule-autonome. Par ailleurs, la co-délétion 

du gène Chk2, membre de la réponse aux dommages à l'ADN, permet de ralentir la 

progression du phénotype. Les rétines Bmi1-/- et Bmi1-/-Chk2-/- présentent une 

augmentation importante des dommages oxydatifs à l'ADN. Ces résultats suggèrent que 

le stress oxydatif pourrait jouer un rôle important dans la survie des cônes. L'étude du 

rôle du gène Polycomb Bmi1 dans les photorécepteurs est importante pour une meilleure 

compréhension des mécanismes contribuant à la survie des cônes et pourrait mener à la 

découverte de nouveaux traitements des maladies dégénératives des cônes.  

Mots-clés: rétine, photorécepteurs, survie, dégénérescence, gène Polycomb Bmi1, cône. 
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ABSTRACT 
 
  The retina is composed of several types of neurons such as amacrin, 

ganglion, bipolar and photoreceptor cells. Photoreceptors, which include cones and rods, 

are highly specialized neurons that convert light into electrical signals by 

phototransduction. The molecular mechanisms involved in differentiation of retinal 

progenitors (RPCs) into specialized neurons such as photoreceptors are poorly 

understood. The polycomb gene Bmi1 is a member of the Polycomb gene family that 

forms multimeric complexes involved in chromatin remodeling leading to gene 

repression. Biological functions of Bmi1 include regulation of cell proliferation, free 

radical metabolism, and DNA repair. Recently, it was shown that Bmi1 plays a critical 

role in the proliferation and self-renewal of a specific immature RPC group. Moreover 

Bmi1 is essential for post-natal retinal development. The objective of the current study is 

to analyze Bmi1 function in photoreceptor development and survival. Our results show 

that Bmi1 deficiency in mice causes degeneration of cone photoreceptors, but not of 

rods. Furthermore, Bmi1 is predominantly expressed in cones. Experiments using 

primary retinal cell cultures suggest a cell-autonomous phenotype. In addition, co-

deletion of Bmi1 and the critical DNA damage response protein Chk2 resulted in partial 

rescue and slow-down of cone degeneration. Bmi1-/- and Bmi1-/-Chk2-/- retinas also 

exhibit an important increase in oxidative DNA damage, suggesting that cellular redox 

state could play an important role in cone survival. Our studies on the role of Bmi1 in 

photoreceptors elucidate the mechanisms contributing to cone survival, and could lead to 

the development of new treatments for cone degenerative diseases.  

Keywords: retina, photoreceptors, survival, degeneration, Polycomb gene Bmi1, cone.  
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INTRODUCTION 
 

1. L'œil 
 

1.1. Formation de l'œil 
 

1.1.1. Organogénèse de l'œil 
 

 Chez les vertébrés, l'œil est issu de tissus primordiaux provenant du diencéphale 

et de la surface de l'ectoderme l'entourant [1]. Le premier stade de développement de 

l'œil est la formation des primordiums optiques dans le diencéphale. Ces primordiums 

vont s'allonger pour former les vésicules optiques jusqu'à ce qu'elles entrent en contact 

avec la couche d'ectoderme. Cette dernière va ensuite se différencier en précurseur du 

cristallin. La formation des cupules optiques par l'invagination des vésicules optiques et 

des précurseurs du cristallin va finalement conduire à la formation de la rétine neurale 

(NR), de l'épithélium pigmenté (RPE), tous deux issus de la vésicule optique, et de la 

vésicule contenant le cristallin, issu des précurseurs du cristallin (Figure 1) [1].  

 

1.1.2. Rétinogenèse 
 

 Dans la rétine, six principaux types de cellules neuronales sont responsables de la 

détection du signal lumineux jusqu'à la transmission de l'influx nerveux au cerveau. Pour 

soutenir ces neurones, la rétine possède aussi un type de cellule gliale. Au cours du 

développement embryonnaire, ces sept types de cellules sont issus d'une seule et même 

population de précurseurs multipotents rétiniens (RPCs) localisée dans les cupules 

optiques. [2]. La génération d'une grande variété de types cellulaires à partir d'une seule 

et même population de progéniteurs est contrôlée de façon stricte par de multiples 

facteurs de transcription, comme Pax6 et CRX [3, 4].  Par ailleurs, la différenciation des 

RPCs se fait de façon séquentielle. Les cellules ganglionnaires et horizontales se 
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différencient les premières, suivies des cellules amacrines, des photorécepteurs de type 

cône, des photorécepteurs de type bâtonnet, des cellules bipolaires et, finalement, des 

cellules gliales de Müller (Figure 2) [5]. Au cours de la rétinogenèse, les cellules 

postmitotiques issues de la différenciation des RPCs vont migrer dans la rétine pour 

former une mosaïque résultant en la stratification de la NR. Cette organisation spatiale 

des différents types cellulaires est nécessaire pour une bonne vision [2]. 

	  
Figure 1. Développement précoce des cupules optiques et du cristallin chez 
l'embryon de vertébrés.   

(A) Les primordiums optiques commencent à s'invaginer dans le diencéphale vers la 
surface de l'ectoderme. (B) Les vésicules optiques entrent en contact avec l'ectoderme et 
se différencient en précurseurs du cristallin. (C) Les vésicules optiques et les précurseurs 
du cristallin s'invaginent. Ils vont devenir la rétine neurale et pigmentée ainsi que le 
cristallin, respectivement. (Adaptation de Oliver et al., 1997).  
 

1.2. Structure de la rétine 
  

 En réponse à la diversité des habitats, le système visuel a subit une pression de 

sélection importante dû à son rôle primordiale dans la survie des espèces de vertébrés. 

L'organisation de la rétine est donc largement diversifiée d'une espèce à l'autre et répond 

aux besoins précis de chacune d'entre elles [6]. Dans le cadre de ce projet, nous nous 

concentrons principalement sur la morphologie de la rétine humaine et murine. La rétine 

est organisée en strates. Les corps cellulaires des photorécepteurs se trouvent dans la 

couche nucléaire externe (ONL) et étendent leur segment interne, contenant la 

416 TINS Vol. 20, No. 9, 1997

Evolutionary considerations

An important, as yet unresolved aspect of visual sys-
tem evolution is whether the similarities found in dif-
ferent eye structures arise as a consequence of a com-
mon ancestor or due to evolutionary convergence. In
most living and fossilized animals it is possible to
identify some kind of light-sensitive organ1. These
structures vary from simple eye-spots with a small
number of receptors to well-developed eyes2. The
analyses of the various types of eyes in different ani-
mals indicate that for the majority of eye’s functional
parts there have been alternative but similar solutions.
Based on structure, anatomic origins and phylogeny,
Salvini and Mayr1 proposed that the lens-containing
eye of a vertebrate and the compound eye of an insect
are independent evolutionary developments, and that
eyes might have evolved independently as many as 40
different times.

The main sensory component of all eye structures
are the photoreceptor cells. These cells are classified as
either ciliary or rhabdomeric, but no phylogenetic cor-
relation can be made based on this criterion. However,

the fact that light absorption and phototransduction
seem to be mediated by a common mechanism has
supported the idea that photoreceptor cells have a
monophyletic origin3. All visual systems, including
those from organisms as diverse as insects,
cephalopods and vertebrates, share similar light recep-
tor molecules called opsins3,4. Opsins are seven-trans-
membrane receptors linked to a vitamin A-derived
chromophore that is responsible for absorbing pho-
tons. This process is mediated by a G protein-linked
signaling cascade in all living organisms. The conser-
vation of opsins among different organisms suggests
that photoreceptor cells have originated from a com-
mon ancestor and that a simple ancestral photosensi-
tive cell evolved into the different types of eyes we see
today4. Importantly however, G protein-linked recep-
tors similar to opsins are known to function not only
in light detection but also in many other different
physiological processes5.

Strong support for a common monophyletic origin
has come from the discovery of some key regulator
genes involved in the control of similar develop-
mental pathways in Drosophila and vertebrate eye 
formation. 

Eye formation and lens induction

The eye structures of vertebrates and arthropods are
perfect examples of distinct optical solutions to the
problem often regarded as receiving and integrating
an image. The compound eye of Drosophila and the
eye and lens of vertebrates are clearly different, and
both have been studied extensively. However, recent
findings suggest that despite these apparent differences,
the formation of the arthropod and vertebrate eyes
rely on a conserved developmental pathway.

Visual detection in adult Drosophila relies on the
two compound eyes and the three dorsal ocelli. The
compound eye of the adult fly (Fig. 1) consists of a
hexagonal array of ~800 individual units or omma-
tidia, each containing eight photoreceptor neurons
(R1–R8), 12 accessory cells, lens-secreting cone cells
and a mechanosensory bristle4. Initially, the eye devel-
ops during the larval stage from the eye imaginal disc:
an epithelial monolayer specified in the late embryo.
Photoreceptor cells differentiate in the posterior 
margin of the eye disc and appear progressively in a
wave-like fashion over a period of two days. The 
anterior movement of this wave of neural differenti-
ation is called the ‘morphogenetic furrow’6. During the
larval period, differentiation starts with the formation
of the morphogenetic furrow, which progresses from
posterior to anterior across the disc epithelium.
Anterior to the furrow are the dividing, undifferenti-
ated progenitor cells; immediately behind the furrow,
cells form differentiating clusters; and more posteri-
orly, these clusters acquire their final differentiated
state.

The vertebrate eye (Fig. 2) is a very complex struc-
ture that originates from primordial tissues derived
from the wall of the diencephalon and the overlying
surface ectoderm. A functional lens ultimately
requires the accumulation of lens crystallins7.

Lens induction is often cited as a classic example of
embryonic induction. One of the first experiments to
document an inductive effect was performed by
Spemann in 1901 (Ref. 8). Using a hot needle, he
destroyed the optic vesicle primordium of the frog

G. Oliver and P. Gruss – Eye developmentRE V I E W

Fig. 1. Structure of the compound eye of Drosophila. (A) Scanning electron micrograph of
a wild-type fly eye. (B) Schematic view of an ommatidial unit. A longitudinal section is shown
on the left and cross sections at three different levels are shown on the right. Abbreviations: A,
photoreceptor cell axons; AC, anterior cone cell; B, bristle; C, liquid-filled pseudocone; CZ, cone
cells; EQC, equatorial cone cell; L, lens; M, basal membrane; PC, posterior cone cell; PLC, polar
cone cell; PP, primary pigment cell; Rh, rhabdomere; SP, secondary pigment cells; TP, tertiary
pigment cells; 1–8, photoreceptor cells R1–R8. Reproduced, with permission, from E. Hafen
and K. Basler.

Fig. 2. Early development of optic cup and lens in vertebrate embryos. (A) Optic grooves
start to evaginate in the diencephalon towards the surface ectoderm. (B) Optic vesicles contact
the overlying ectoderm, which then differentiates into lens placodes. (C) The optic vesicle and
the lens placode invaginate. They will become the neural and pigmented retina and the lens
vesicle respectively.
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machinerie métabolique, et  leur segment externe, qui s'associe avec les cellules du RPE 

entourant la rétine, dans la couche de photorécepteurs.  Les axones des photorécepteurs 

forment des synapses avec ceux des cellules horizontales et bipolaires au niveau de la 

couche plexiforme externe (OPL). Les corps cellulaires de ces dernières ainsi que ceux 

des cellules gliales de Müller et amacrines se retrouvent dans la couche nucléaire interne 

(INL). Les cellules bipolaires envoient le signal aux cellules ganglionnaires et amacrines 

par des synapses localisées dans la couche plexiforme interne (IPL). Les cellules 

ganglionnaires, quant à elles, projettent leurs axones dans le nerf optique et permettent la 

transmission du signal au cerveau (Figure 3) [7, 8].   

 

	  
Figure 2. Ordre chronologique de la genèse des différents types cellulaires dans la 
rétine murine en développement.  

Les différents types cellulaires sont indiqués sur l'ordonnée et le temps est représenté sur 
l'abscisse. La naissance de la souris est indiquée au temps 0. Le développement 
embryonnaire se situe à gauche du temps 0 et le développement post-natal à droite du 0. 
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subfamily are involved in neural patterning55 with Isll 
and Lim1 playing crucial roles in retinal  development. 
The Sox subfamily genes56 are indispensible in many 
aspects of development including neurogenesis, and 
Sox8, Sox9 are implicated in retinogenesis. Like the 
bHLH genes, some homeobox genes like Vsx1,57,58 
Barhl259 and Irx560 appear to specify retinal cell 
subtypes. Together these genes (see Supplementary 
Information) work in concert to specify cell fate in 
the developing retina.

Using a scaffold of bHLH and homeobox gene 
family members, we developed a seed network to 
summarize key gene relationships that govern the 
development of each of the retinal cell types in mouse 
retina. These seed networks are based on published 
studies that have demonstrated a role for the seed genes 
in the determination and differentiation of retinal cell 
types via either loss of function experiments41,61–68 
gain of function experiments69,70 or transcriptional 
regulation experiments.71,72 Genes involved in the 

  specification   of   multiple   retinal   cell   types   (see  
 Supplementary Information) are not always included, 
in a given seed network due to the lack of strong evi-
dence they interact with other essential genes in the 
seed network specifying a particular cell type. These 
seed networks can be used in two complimentary 
ways: 1) to design database queries to identify addi-
tional   key  molecules   for   cell-specific   development,  
2) to assemble a comprehensive summary of known 
gene relationships and identify key decision points 
in   cell-specific   specification   that   may   be   important  
regulatory targets for future application.

Müller Glial Cells
The gene relationships that underlie Müller glia 
determination and differentiation are summarized 
in the seed network in Figure 3. Müller glia are the 
only glial cells to arise from the retinal progenitor 
cell     population.   Thus,   the   factors   which   influence  
the progenitor cell choice between gliogenesis and 

Ganglion

Horizontal

Cone

Amacrine

Müeller

Rods

Bipolar

11 12 13 14 15 16 17 18 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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Figure 2. Time course of cell genesis in the developing mouse retina. Retinal cell types are listed on the Y-axis, developmental time on the X-axis. Birth 
of the animal is indicated as 0, embryonic development is left of 0, postnatal development to the right. The approximate time course of cell genesis is 
indicated  by  the  bar  adjacent  each  cell  type.  This  figure  is  based  on  the  work  reported  by  Young.8



	  

	   4	  

Les barres adjacentes aux différents types cellulaires représentent la période au cours de 
laquelle le type cellulaire est généré. (Adaptation de Zhang et al., 2011).  
 

 Les photorécepteurs sont les neurones photosensibles qui permettent la 

conversion des signaux lumineux en signaux électriques. Les cônes et les bâtonnets ont 

des fonctions visuelles différentes. Les bâtonnets sont spécialisés dans la perception de 

la lumière à la pénombre et sont environ 20 fois plus nombreux que les cônes dans la 

rétine des mammifères. Les bâtonnets possèdent uniquement un seul type de pigment 

photosensible que l'on nomme la rhodopsine. Par contre, chez les mammifères, il existe 

plusieurs types de cônes possédant chacun un type de pigment photosensible différent. 

Ces pigments se nomment les opsines et chacun d'entre eux sont responsables de 

l'absorption de la lumière à différentes longueurs d'ondes. Les cônes sont donc les 

photorécepteurs responsables de la vision en couleur [7]. Chez la souris, les cônes 

expriment soit la S-Opsine, responsable de l'absorption de la lumière bleue, ou la M-

Opsine, responsable de l'absorption de la lumière verte[5]. Chez l'homme, il existe une 

opsine supplémentaire: la L-Opsine. Cette dernière permet l'absorption de la lumière 

rouge. Ces trois différents types d'opsines permettent la vision trichromatique 

caractéristique à l'espèce humaine et certaines autres espèces de mammifères[9]. 

L'absorption de la lumière par le pigment engendre une hyperpolarisation de la 

membrane qui est ensuite transmise à la cellule bipolaire spécifique au type de 

photorécepteur impliqué [7]. La cellule bipolaire relai le signal à une cellule 

ganglionnaire directement, ou indirectement via une cellule amacrine [5].   

 

 Par ailleurs, les cônes et les bâtonnets sont disposés de façon à former une 

mosaïque prédéfinie dans la couche de photorécepteurs de la rétine (Figure 4).  Cette 

distribution a aussi d'importantes conséquences pour la vision. Chez l'homme, malgré le 

fait que le nombre de bâtonnets excède largement le nombre de cônes, ce ratio change 

drastiquement au niveau de la fovéa. La fovéa est une région hautement spécialisée 

située au centre de la rétine. À cet endroit, la densité de cônes augmente jusqu'à 200 fois 

comparativement au reste de la rétine. La fovéa est responsable de l'acuité visuelle 

maximale en éclairage diurne [10]. Chez la souris, la fovéa n'existe pas. La rétine 
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contient principalement des bâtonnets, à un ratio bâtonnets: cônes de 35:1. À l'exception 

de la fovéa, la densité de cônes dans la rétine de souris est relativement similaire à celle 

des primates à 3-4 mm de l'excentricité. La principale différence dans la distribution des 

photorécepteurs chez la souris comparativement aux primates est la plus grande densité 

de bâtonnets en périphérie de la rétine [11].  

 

	  
Figure 3. Organisation des multiples circuits neuronaux de la rétine.  

Cônes (C), bâtonnets (R), cellules bipolaires (B), cellules horizontales (H), cellules 
amacrines (A), cellules ganglionnaires (G). (Adaptation de Swaroop et al., 2010). 
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Retinitis pigmentosa
An inherited progressive 
degeneration of 
photoreceptors, generally 
beginning in the peripheral 
retina with rod cell dysfunction. 

Macular degeneration
A progressive dystrophy 
initially affecting 
photoreceptors in the 5–6 mm 
area around the fovea (the 
macula), which contains a 
higher ratio of cones to rods 
than the peripheral retina. 
Juvenile forms exhibit a 
Mendelian inheritance pattern, 
whereas age-related macular 
degeneration is a complex 
multifactorial disease.

Syndromic
Related to a pathology or 
disease involving multiple 
organs.

Retinal pigment epithelium 
A polarized sheet of epithelial 
cells between the choroidal 
capillaries and the 
photoreceptor cells.

respond to bright light, mediate colour vision and per-
mit high resolution of visual images. Rod photorecep-
tors function only under conditions of low light and can 
respond to single light quanta, being a hundred-fold 
more sensitive than cones5 (see the Webvision website, 
listed in Further information) 

Across the retina, rods and various cone subtypes are 
arranged in an elegant laminar and non-random pattern 
(mosaic)6–8 (FIG. 1c) that must be sequentially generated 
with the right number of components, correct spatial 
organization and appropriate wiring to interneurons 
for serial and parallel processing of visual information9. 
In mice and humans, photoreceptors constitute over 
70% of retinal cells, but rods outnumber cones by 30:1 
in mice and 18–20:1 in humans6,7. A major difference 
between humans (and diurnal primates) and mice (and 
most other mammals) is the presence in humans of a 
thin, pit-like, cone-only region in the centre of the retina, 
called the fovea, which is responsible for highest visual 
acuity. In humans, the density of rods increases from the 
fovea to the periphery of the retina, with the highest rod 
density in the parafoveal region10. 

The mammalian retina has only one type of rod 
visual pigment (rhodopsin, which has a peak spectral 
sensitivity at 500 nm). Most mammals (including 

the mouse) have two types of cone opsins that confer 
dichromatic colour vision: S opsin (also known as blue-
sensitive opsin), which has peak sensitivity in the short 
wavelength (ultraviolet or blue) region of the spectrum; 
and M opsin (also known as green-sensitive opsin), 
which has peak sensitivity in the medium–long wave-
length (green) region of the spectrum. Duplication of 
an ancestral M opsin-like gene on the X chromosome 
has provided humans and diurnal primates with an 
additional opsin, L opsin (also known as red-sensitive 
opsin), which is sensitive to longer wavelength (red) 
light and, together with S opsin and M opsin, confers 
trichromatic colour vision11. Each human cone expresses 
only one of the three opsins, giving a mosaic-like pattern 
over the retina12. In mice and other rodents, M opsins 
and S opsins are expressed in opposing gradients across 
the retina13. Cones in mid-retinal regions express vary-
ing amounts of both M and S opsin14,15, leading to the 
concept of S- or M-dominant cone subpopulations in 
some species16.

Multipotent progenitors and neuronal diversity
The proportions and distribution of photoreceptor sub-
types in the mature retina are optimized to the precise 
needs of a given species for capturing visual information 

Figure 1 | Functional circuitry of the retina. a | Organization of retinal circuits. Rod (R) and cone (C) photoreceptors 
have cell bodies (CBs) in the outer nuclear layer and extend inner segments (IS), which contain metabolic machinery, and 
outer segments (OS), which associate with retinal pigment epithelial (RPE) cells. Photoreceptor axons terminate in the 
outer plexiform layer and synapse with horizontal (H) and bipolar (B) cells in the inner nuclear layer, which also contains 
Müller glial (M) and amacrine (A) cells. Bipolar cells relay signals to amacrine and ganglion (G) cells through synapses in the 
inner plexiform layer. Ganglion cell axons project towards the optic nerve head and carry signals to the brain. End-feet of 
Müller glia form the outer and inner limiting membranes. A representative cone pathway is shown in blue and a 
representative rod pathway is shown in orange. b | Illustrations of rod and cone morphologies that include subcellular 
locations of functions. c | A surface-view representation of cone distribution across the mammalian retina. In humans, 
cones express S opsins (peak sensitivity to blue light), L opsins (peak sensitivity to red light) or M opsins (peak sensitivity to 
green light) in a mosaic-like pattern. In mice, cones express S opsins and M opsins in opposing distribution gradients along 
the superior (M opsin-high) to inferior (S opsin-high) axis. Syn, synaptic terminus.
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1.3. Mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation des 
photorécepteurs 
 

 Le processus de différenciation des RPCs en photorécepteurs nécessite une 

interaction complexe entre plusieurs facteurs de transcription. Le processus de 

développement des photorécepteurs peut être séparé en 5 étapes: la prolifération des 

RPCs, la restriction de la multipotence des RPCs, la spécification du destin cellulaire et 

la différenciation des RPCs en précurseurs de photorécepteurs, l'expression de gènes 

spécifiques aux photorécepteurs et, finalement, la croissance axonale, la formation de la 

synapse et la formation du segment externe (Figure 5) [8].  

 

	  
Figure 4. La mosaïque des cônes et des bâtonnets de la rétine de souris. 

Plan focal dans le segment interne des photorécepteurs. Les structures pâles sont les 
segments internes des bâtonnets. Les segments externes des cônes sont colorés par la 
réaction au diaminobenzidine.  Barre d'échelle, 10 µm. (Adapdation de Jeon at al., 
1998).  
 
 

 La première étape importante dans le développement des photorécepteurs est 

régulée par la voie Notch [8]. Il a été démontré que Foxn4 permet d'activer la voie Notch 

en stimulant l'expression de Dll4, ligand de Notch [12]. Le récepteur transmembranaire 

euthanized by an overdose of the same anesthetics in accordance with
institutional guidelines.
Photoreceptor staining. Cone photoreceptors were labeled in retinal whole
mounts. Immediately after enucleation, the eyes were immersed in 4%
paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. The retinas were
isolated from the eyecup and post-fixed for 1–2 hr in 2.5% glutaraldehyde
in 0.1 M phosphate buffer. After being rinsed in buffer, the retinas were
incubated in 50 !g/ml peroxidase-labeled peanut lectin (Sigma, St.
Louis, MO) in 0.25 M Tris buffer, for 16–18 hr (Blanks and Johnson,
1984). Labeled cells were visualized using a diaminobenzidine reagent
kit in 0.25 M Tris buffer (Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, MD).
Retinas were then rinsed, mounted flat on glass slides, and coverslipped
with DMSO. After 12 hr, DMSO was replaced with 100% glycerol.
Labeled cones as well as unlabeled rods could be examined and photo-
graphed on a Zeiss Axioplan microscope using high power differential
interference contrast (DIC) optics (Curcio et al., 1987). Photographs
were taken at 300 !m intervals along the central vertical meridian and
printed at a final magnification of 1400!. Cones were counted in 70 ! 70
!m fields (30–80 cells per field). Rods were counted in 40 ! 40 !m fields
(470 –800 cells per field). This allowed an estimate of the total number of
cells of each class counted in each retina. Counting along the vertical
meridian samples both the blue cone rich (ventral) and blue cone poor
(dorsal) regions of the retina (Szel et al., 1992), and this might be
expected to have consequences for the inner retina (i.e., the blue cone
bipolar might be missing where there are no blue cones). However, blue
cones are rare, and no large difference was detected in the other popu-
lations of retinal cells.

Confocal microscopy. For nuclear staining of the total population of
cells, retinas were immersed for 2–4 hr in 4 !M ethidium homodimer
(Molecular Probes, Eugene, OR) and 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4.
Confocal microscopy was used to count the total number of cells in the
inner nuclear and ganglion cell layers. The analysis of these cells was
performed for the same retinas used to count photoreceptors (n " 3),
again along the vertical meridian, at 300 !m intervals for ganglion cell
layer cells and 600 !m for inner nuclear layer cells. Serial optical sections
were taken every 1 !m along the z-axis with a Bio-Rad (Hercules, CA)
MRC 500 confocal microscope, using the TRITC combination of filters.
Every ethidium homodimer-stained nucleus in the inner nuclear and
ganglion cell layer was identified in through-focus prints. Nuclei of

endothelial cells of blood vessels in the ganglion cell layer were not
counted, nor were the small, dense, nuclei of glial cells. Counts were done
in 70 ! 70 !m fields that contained 360–580 inner nuclear layer cells and
27–50 ganglion cell layer cells, respectively.

ChAT immunocytochemistry. Freshly dissected retinas (n " 3) were
fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, and
processed for whole-mount immunocytochemistry against ChAT, using
polyclonal antibody Ab143 from Chemicon (Temecula, CA) diluted
1:200, followed by 1:200 biotinylated horse anti-goat IgG and 1:50 FITC-
conjugated avidin DCS (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Retinas
were mounted flat on glass slides and coverslipped with Vectashield
(Vector Laboratories), a glycerol-based antifading medium. Retinas
were examined on a Zeiss Axioplan fluorescence microscope; cholinergic
cells in the inner nuclear and ganglion cell layer were photographed at
300 !m intervals along the central vertical meridian. Counts were done
on micrographs in 200 ! 200 !m fields (25– 40 cells per field).

Electron microscopy. Mice (n " 2) were perfused transcardially with
2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate
buffer. The eyes were enucleated and the eyecups post-fixed overnight in
the same fixative. Six or seven 1 ! 2 mm retinal strips were dissected
from the central vertical meridian with a sharp blade and processed
separately. They were osmicated, stained en bloc with 1% uranyl acetate,
dehydrated in ethanol, and embedded flat in Epon Araldite. Series of 124
and 115 vertical sections, 90-nm-thick, were obtained from one central
(close to the optic nerve head) and one peripheral block, respectively,
using a Leica (Nussloch, Germany) Reichert Ultracut ultramicrotome
equipped with a diamond knife. Consecutive ribbons of 15–20 serial
sections were cut, and four or five sections were collected together on
single-hole, Formvar-coated grids. Sections were stained with uranyl
acetate and lead citrate, and examined with a Jeol JEM-100 CX II
electron microscope. Every fourth or fifth section was photographed at a
magnification of 2800!. Five or six adjacent pictures were taken across
the inner nuclear layer. Pictures were printed at a final magnification of
7300!, assembled in montages, and pasted on cardboard. The inner
nuclear layer areas in each montage were 2025 and 1830 !m 2 for central
and peripheral retinas, respectively.

Details of identifying cell types in the serial photomicrographs have
been described elsewhere (Strettoi and Masland, 1995, 1996). Every cell
present in the serial photomicrographs was identified as bipolar, ama-

Figure 1. The mosaic of rods and cones in the mouse retina. DIC optics, focal plane through the photoreceptor inner segments. The lighter, more or
less polygonal, structures are rod inner segments. The inner segments of cones are outlined darkly by the diaminobenzidine reaction product. Scale bar,
10 !m.

Jeon et al. • Populations of Mouse Retinal Neurons J. Neurosci., November 1, 1998, 18(21):8936–8946 8937
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Notch 1 permet de maintenir la réserve de RPCs en inhibant la production de 

photorécepteurs dans la rétine en développement [13]. L'inhibition de Notch entraine la 

différenciation des progéniteurs en bâtonnets ou en cônes. Les mécanismes moléculaires 

permettant la production  de précurseurs de photorécepteurs à partir des RPCs, incluant 

l'inhibition de Notch, restent peu connus [8].  Six facteurs de transcriptions contrôlent les 

étapes clés de la différenciation des photorécepteurs chez les mammifères: la protéine 

orthodenticle homeobox 2 (OTX2), la protéine cone-rod homeobox (CRX), la protéine 

neural retina leucine-zipper (NRL), le récepteur nucléaire spécifique aux 

photorécepteurs nuclear receptor subfamily 2, group E, member 3 (NR2E3), le récepteur 

nucléaire RAR related orphan receptor beta (RORβ) et le récepteur de l'hormone 

thyroïdienne Thyroid hormon receptor beta 2 (TRβ2). Otx2 est exprimé lors de la 

dernière mitose des progéniteurs rétiniens et dans les précurseurs précoces des 

photorécepteurs. Des résultats montrant que ce gène est exprimé dans les 

photorécepteurs postnataux suggèrent son implication dans la différenciation terminale 

des photorécepteurs [14]. Otx2 est donc un élément régulateur important de la lignée des 

photorécepteurs. Par contre, Otx2 induit un signal essentiel mais insuffisant pour la 

différenciation. Crx, quant à lui, est exprimé dans les précurseurs des photorécepteurs et 

agit en aval de Otx2. La protéine stimule l'expression des gènes spécifiques aux 

photorécepteurs. NRL est le facteur de transcription déterminant la différenciation en 

bâtonnet. NRL a pour cible transcriptionnelle le gène NR2E3 qui agit comme répresseur 

de l'expression des gènes spécifiques aux cônes. NR2E3 est exprimé dans les 

photorécepteurs post-mitotiques et enclenche, de façon irréversible, la différenciation en 

bâtonnet [15].  
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Figure 5. Étapes du développement des photorécepteurs. 

 Au début de la rétinogenèse, les RPCs se divisent et produisent des RPCs additionnels 
(flèche circulaire épaisse) ou des progéniteurs qui ont des compétences restreintes pour 
générer des types cellulaires variés (flêche circulaire mince). Certains de ces 
progéniteurs en prolifération deviennent restreint à une lignée et produiront au moins un 
photorécepteur et possiblement d'autres types cellulaires. Durant la différenciation en 
photorécepteurs, les précurseurs sont dirigés vers la production de cônes ou de bâtonnets 
qui expriment éventuellement des photopigments (S- et M-Opsine pour les cônes, 
Rhodopsine pour les bâtonnets), et forment des segments externes et des synapses. La 
colonne de gauche indique des facteurs de transcription clés et des protéines 
signalisatrices qui maintiennent la multipotence et la prolifération des RPCs: paired box 
protein PAX6, retinal homeobox protein RX1, SIX3, SIX6, LIM–homeobox protein 
LHX2, visual system homeobox 2 (VSX2), HES1 and Notch 1. La colonne de droite 
indique des protéines de régulation de la transcription clées pour la différenciation et le 
maintient en cônes et bâtonnets (pour les cônes: thyroid hormone receptor β2 (TRβ2), 
retinoid X receptor-γ (RXRγ), nuclear receptor RORβ, COUP transcription factor 1 
(COUP-TF1; aussi connu sous le nom de NR2F1), neurogenic differentiation factor 1 
(NEUROD1), cone–rod homeobox protein (CRX) et homeobox protein OTX2; pour les 
bâtonnets: RORβ, neural retina leucine zipper protein (NRL), photoreceptor-specific 
nuclear receptor (NR2E3), OTX2, CRX, achaete-scute homologue 1 (ASCL1; aussi 
connu sous le nom de  MASH1), NEUROD1 et E3 SUMO-protein ligase PIAS3). 
(Adaptation de Swaroop et al., 2010).  
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protein (NRL), photoreceptor-specific nuclear receptor 
(NR2E3), nuclear receptor RORβ and thyroid hormone 
receptor β2 (TRβ2). 

OTX2 and commitment to a photoreceptor fate. The 
paired-type homeodomain transcription factor OTX2 is a 
key regulator of the photoreceptor lineage. It is expressed 
during final mitosis in retinal progenitors and in early 
precursors (T. Furukawa, personal communication) that 
become committed to the photoreceptor cell fate44,45. A 
conditional knockout of Otx2 in immature retinal pro-
genitors leads to almost complete loss of rods and cones, 
as well as a loss of bipolar and horizontal cells in mice44,45. 
Retrovirus-mediated expression of Otx2 in RPCs of neo-
natal mice can drive cells towards the rod cell fate44. As 
OTX2 is also expressed in other cell types throughout 
the brain and retina, it provides a necessary, but not a 
sufficient, signal to induce the photoreceptor cell fate. 

CRX and terminal differentiation of photoreceptors. The 
transcriptional regulator CRX was initially identified as a 
photoreceptor-specific retinopathy gene, but is now known 
to also be expressed in other mature retinal neurons46–50. 
In Crx-deficient mice, photoreceptors are generated but 
fail to express many phototransduction genes, resulting in 
a lack of outer segments and eventually retinal degenera-
tion51. CRX is expressed early in postmitotic photoreceptor 
precursors and acts downstream of OTX2 (REFS 44,45). Its 
exact role at this stage remains undefined. CRX enhances 
the expression of photoreceptor-specific genes52,53 and  
is important for terminal differentiation of rods and  
cones; however, CRX alone does not determine specific 
photoreceptor cell fate51. 

NRL and the specification of rod photoreceptor fate. The 
decision to be or not to be a rod is largely determined 
by NRL, a basic motif–leucine zipper transcription factor of 

Figure 2 | Stages of photoreceptor development. Early in retinogenesis, multipotent retinal progenitor cells (RPCs) 
divide and produce additional multipotent progenitors (thick circular arrow) or progenitor cells that become restricted in 
their competence to generate various cell types (thin circular arrow). Some of these proliferating cells become restricted 
to a lineage that will give rise to at least one photoreceptor cell and possibly to non-photoreceptor cells. After cell cycle 
exit, postmitotic precursors can remain plastic. During cell type specification of photoreceptors, precursors are directed 
to become cones or rods that eventually express photopigments (M opsin and S opsin in cones, and rhodopsin in rods), 
and form outer segments and synapses. The bar on the far left lists key transcription factors and signalling proteins that 
maintain RPC multipotency and proliferation: paired box protein PAX6, retinal homeobox protein RX1, SIX3, SIX6, 
LIM–homeobox protein LHX2, visual system homeobox 2 (VSX2), HES1 and Notch 1. The bar on the far right lists key 
transcription regulatory proteins that are involved in cone and rod differentiation and maintenance (for cones: thyroid 
hormone receptor β2 (TRβ2), retinoid X receptor-γ (RXRγ), nuclear receptor RORβ, COUP transcription factor 1 
(COUP-TF1; also known as NR2F1), neurogenic differentiation factor 1 (NEUROD1), cone–rod homeobox protein (CRX) 
and homeobox protein OTX2; for rods: RORβ, neural retina leucine zipper protein (NRL), photoreceptor-specific nuclear 
receptor (NR2E3), OTX2, CRX, achaete-scute homologue 1 (ASCL1; also known as MASH1), NEUROD1 and E3 
SUMO-protein ligase PIAS3).
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2. Les gènes Polycomb 
 

	  2.1. Définition 
  

 Les gènes Polycomb sont des répresseurs transcriptionnels qui ont été 

initialement identifiés chez la drosophile comme répresseurs des gènes homéotiques 

(Hox) responsables de la segmentation de l'embryon. Le phénotype typique des mouches 

mutantes pour ces gènes montre des malformations résultant en la translocation d'un 

segment antérieur en un segment plus postérieur [16]. Ces transformations sont dites 

homéotiques. Des orthologues des Polycomb ont été identifiés chez plusieurs 

organismes, suggérant une conservation évolutive de ce système de répression. Jusqu'à 

aujourd'hui, cinq complexes PcG ont été identifiés chez des organismes variés: les 

Polycomb repressive complex 1 (PRC1) et 2 (PRC2) , le Pho-repressive complex 

(PhoRc) , dRing-associated factors complex (dRAF)  et le Pc-repressive deubiquitinase 

complex (PR-DUB). Les souris mutantes pour des gènes Polycomb montrent plusieurs 

anomalies hématopoïétiques, neurologiques, des défauts de gastrulation et des 

transformations de segments individuels du squelette axial [17]. 

 

 Les protéines formant le Polycomb group (PcG) sont des modulateurs 

épigénétiques qui agissent via le remodelage de la chromatine en induisant des 

modifications post-traductionnelles de certaines histones. Les composantes essentiels du 

complexe PRC2, qui sont conservés de la drosophile aux mammifères, sont les protéines 

EZH1/2, SUZ12, EED et RbAp46/48 (Tableau I). Le complexe PRC2 est responsable de 

la di- et la tri-méthylation de l'histone H3 sur la lysine 27 via l'activité enzymatique de 

EZH1/2 [18]. Le complexe PRC1, quant à lui, comprends deux seules composantes 

essentielles, soit RING1A/B s'associant soit avec BMI1, MEL18 (PCGF2) ou NSPC1 

(PCGF1) (Tableau I). Les ligases de l'ubiquitine RING1A/B sont responsables de la 

mono-ubiquitination de l'histone H2A sur la lysine 119 permettant la stabilisation de la 

compaction de la chromatine  [17]. La composante CBX du complexe PRC1 contient un 

chromodomaine liant l'histone H3 lorsqu'elle est di- ou tri-méthylée sur la lysine 27 

(Figure 6). Le complexe PRC1 reconnait donc les marques induites par le complexe 
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PRC2 menant à l'hypothèse que PRC1 agit en aval de PRC2. De plus, certains 

complexes PRC1 peuvent réguler l'expression génique en compactant la chromatine de 

façon indépendante de sa fonction enzymatique [18, 19]. Le complexe PhoRc a aussi été 

initialement identifié chez la drosophile. Il est composé principalement du facteur de 

transcription YY1 et de SFMBT1 chez les mammifères. Le complexe PhoRc est le seul 

PcG connu capable de se lier à une séquence d'ADN spécifique (Tableau I) [20]. Aucune 

activité enzymatique n'a été identifiée jusqu'à ce jour chez le complexe PhoRc. Par 

contre, il jouerait un rôle dans le recrutement des autres PcG à des loci spécifiques et 

serait important pour maintenir l'état de répression de la chromatine [17, 20]. 

Finalement, récemment, de nouveaux complexes PcG ont été identifiés seulement chez 

la drosophile: dRAF et PR-DUB. dRAF est composé de certaines protéines du PRC1 

dont RING et Psc accompagné d'une déméthylase dKDM2 (Tableau I). Ce complexe a 

la capacité d'ubiquitiner l'histone H2A et de retirer la di-méthylation sur la lysine 36 de 

l'histone H3, une marque activatrice de la chromatine. dRAF permet donc de retirer une 

modification activatrice sur l'histone H3 et d'ajouter une modification répressive sur 

l'histone H2A [21]. Le complexe PR-DUB, quant à lui, possède une activité 

déubiquitinase conférée par la protéine Calypso, dont l'homologue chez les mammifères 

est BAP1, qui permet de déubiquitiner l'histone H2A (Tableau I) [22]. Malgré que 

l'activité de PR-DUB s'oppose à celle de dRAF, ce complexe se retrouve sur les cibles 

du complexe PRC1 et est essentiel au maintient de la répression par PRC1. Ceci suggère 

qu'un équilibre entre l'ubiquitination et la déubiquitination de l'histone H2A serait 

nécessaire à une répression génique efficace [17, 22]. 
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Tableau I. Protéines des Polycomb group.  

Abréviations: additional sex combs (ASX), additional sex combs like (ASXL), B 

GE46CH26-Orlando ARI 9 October 2012 9:43

tethered to chromatin with a mechanism not
dependent on the chromodomain.

PRC1 catalyses lysine 119 monoubiqui-
tylation of histone H2A (H2AK119Ub1), a
repressive histone mark (24, 197). Previous
studies in mammals identified the E3 ligase
activity necessary for ubiquitylation in the
N-terminal Ring finger domain of Ring1B.
Mechanistically, the E2 enzyme UbcH5c

interacts with Ring1B to form a surface
patch (E2-E3 interaction) important for H2A
ubiquitylation activity (12). Mutations in
RING1B cause loss of H2A ubiquitylation
and loss of repressive activity, even though a
PRC2-dependent mark persists (38, 197).
Subsequent studies clarified that, despite hav-
ing ubiquitylation activity, Ring1A, together
with Bmi-1, stimulates Ring1B E3-ubiquitin

Table 1 Polycomb group of proteins

Drosophila Mouse/human Function Reference(s)
Polycomb repressive complex 1 (PRC1)
PC CBX2 (M33)

CBX4 (Pc2)

CBX6
CBX7
CBX8

Binding to H3K27me3
SUMO E3 ligase; binding to RNA, H3K9me3,
and H3K27me3

Binding to RNA and H3K27me3
Binding to RNA and H3K27me3

(14)
(14, 76, 105, 213)

(118)
(14, 214)

PH PHC1 (HPH1)
PHC2 (HPH2)
PHC3 (HPH3)

PSC BMI1 (PCGF4, RNF51)
MEL18 (PCGF2, RNF110)
MBLR (PCGF6, RING6, RNF134)
NSPC (PCGF1, RNF68)
PCGF3
PCGF5

H2AK119 ubiquitination, chromatin compaction

H3K4 demethylation
H3K36 demethylation

(24, 54)

(99)
(59)

SCM SCMH1, SCMH2
Sce (RING) RING1A (RNF1)

RING1B (RNF2)
H2AK119 ubiquitination, RNA Pol II block
H2AK119 ubiquitination, RNA Pol II block,
chromatin compaction

(24)
(48, 180, 197)

dRYBP RYBP
YAF2

H2AK119 ubiquitination, PRC1 recruitment
PRC1 recruitment

(186)
(204)

Polycomb repressive complex 2 (PRC2)
E(z) EZH1

EZH2
H3K27 trimethylation, chromatin compaction
H3K27 trimethylation, H3K27me3 recognition,
binding to RNA, chromatin-loop formation,
protein methylation

(110)
(64, 66, 79, 107, 189)

Su(z)12 SUZ12 PRC2 assembly, RNA binding (81, 88, 142)
ESC EED H3K27me3 recognition, RNA binding (107, 109)

JARID2 Histone demethylation, PRC2 recruitment (93, 143)
RbAp46/48 RNA binding (107)

PCL PCL1, PCL2, PCL3 PRC2 recruitment, stimulation of PRC2 activity (28, 71, 127, 159, 196)
PHO repressive complex 1 (PHORC)
PHO YY1 PRC1 and PRC2 recruitment (86, 199)
dSFMBT SFMBT1

(Continued )
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Table 1 (Continued )

Drosophila Mouse/human Function Reference(s)
dRING-associated factors (dRAF)
PSC Chromatin compaction (54)
dRING
dKDM2 H2AK119 ubiquitination, H3K36me2 removal (91)
Polycomb repressive deubiquitinase (PR-DUB)
Calypso BAP1 H2A deubiquitination (163)
ASX ASXL1

Abbreviations: ASX, additional sex combs; ASXL, additional sex combs like; Bmi1, B lymphoma Mo-MLV insertion region-1; CBX, chromobox homolog;
dKDM2, Drosophila histone lysine demethylases; EED, embryonic ectoderm development; Esc, Extra sex combs; RbAp46/48, retinoblastoma-associated
protein 46 and 48; E(z) and EZH, Enhancer of zeste; JARID2, Jumonji, AT-rich interactive domain 2; MBLR, Mel18 and Bmi1-like RING finger protein;
NSPC1, nervous system polycomb 1; Pc, Polycomb; PCGFs, Polycomb group RING fingers; PCL, Polycomb-like proteins; Ph and PHC, polyhomeotic;
PHO, Pleiohomeotic; PRC, Polycomb repressive complex; PSC, posterior sex combs; RNF, Ring Finger protein; RYBP, RING1/YY1-binding protein;
Sce, sex comb extra, also known as RING; Scm, sex comb on Midleg; Sfmbt, Scm-like with four MBT domain-containing protein 1; Su(z)12, Suppressor
of zeste 12; YAF2, YY1-associated factor 2; YY1, yin and yang 1.

Bmi1: B lymphoma
Mo-MLV insertion
region-1

ligase activity. Indeed, Ring1B depletion in
mammals abrogates most H2AK119Ub1,
whereas embryonic fibroblasts derived from
Bmi1-/- and Ring1a-/- show decreased levels of
H2AK119Ub1 (24). In its active form, Ring1B
is in a self-ubiquitinated state (10); when ubiq-
uitinated by external ligases, it is targeted for
proteosomal degradation (217). Because these
two modes of ubiquitination target the same
lysine residue and are mutually exclusive, the
balance between the active and inactive states
depends on abundance of Bmi1, Ring1A, and
Ring1B as well as on the amount of external
ligases (129). From a biological perspective,
Ring1A and Ring1B and their associated
H2AK119Ub1 mark are important to restrain
poised RNA polymerase II (Pol II) at the devel-
opmental gene promoters of embryonic stem
(ES) cells (21, 180). These findings support and
further extend previous reports showing com-
ponents of PRC1 and Pol II simultaneously
bound at target genes (19, 43, 117).

A few years ago, a novel PcG complex
termed dRAF was found in Drosophila (90).
It is constituted by the PRC1 proteins Ring
and Psc but lacks Pc, Ph, and Scm. One of
the subunits identified in this new complex,
dKDM2, is crucial for establishing repressive
chromatin states, greatly enhancing the H2A
ubiquitilase activity of Ring/Sce core compo-
nents, and mediating the removal of the active

H3K36me2 mark (91). This evidence suggests
that dRAF, rather than PRC1, is responsible
for H2A ubiquitylation in Drosophila. Recently,
researchers have described another conserved
PcG complex, termed PR-DUB, which can
target the removal of ubiquitin groups from
histone H2A in Drosophila (163). Intriguingly,
although its activity opposes dRAF activity,
the PR-DUB complex localizes on PRC1
targets and is essential for maintaining PRC1-
mediated repression, suggesting that a balance
between ubiquitination and deubiquitination
of H2A is required for correct silencing.

In several other studies, additional enzy-
matic activities have been attributed to PRC1.
Furthermore, the CBX4 subunit of PRC1
possesses SUMO E3 ligase activity (76, 105).
Interestingly, SUMOylation and deSUMOy-
lation of CBX4 regulate its repressive activity
(80), and in Drosophila, researchers identified
an influence of SUMO modification on PcG
activities (179). Also extensively described is the
ability of PRC1 activity to mediate the com-
paction of nucleosome arrays in vitro, indepen-
dent of its ubiquitination activity (48). Chro-
matin compaction determines transcriptional
repression through inhibition of ATP-
dependent chromatin remodeling (54, 85). An
accurate computational prediction revealed
that the protein region mediating this enzy-
matic function shows an overrepresentation
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lymphoma Mo-MLV insertion region-1 (Bmi1), chromobox homolog (CBX), 
Drosophila histone lysine demethylases (dKDM2), embryonic ectoderm development 
(EED), Extra sex combs (Esc), retinoblastoma-associated protein 46 and 48 
(RbAp46/48), Enhancer of zeste (E(z) et EZH), Jumonji AT-rich interactive domain 2 
(JARID2), Mel18 and Bmi1-like RING finger protein (MBLR), nervous system 
polycomb 1 (NSPC1), Polycomb (Pc), Polycomb group RING fingers (PCGFs),  
Polycomb-like proteins (PCL), polyhomeotic (Ph et PHC), Pleiohomeotic (PHO), 
Polycomb repressive complex (PRC), posterior sex combs (PSC), Ring Finger protein 
(RNF), RING1/YY1-binding protein (RYBP), sex comb extra (also known as RING) 
(Sce), sex comb on Midleg (Scm), Scm-like with four MBT domain-containing protein 1 
(Sfmbt), Suppressor of zeste 12 (Su(z)12), YY1-associated factor 2 (YAF2), yin and 
yang 1 (YY1). 

 

2.2 Les mécanismes de répression génique des PcG 
	  
 L'analyse de plusieurs régions régulatrices de gènes ciblés par les PcG a révélé la 

présence de séquences spécifiques nécessaires et suffisantes à la répression par les PcG 

chez la drosophile et qui sont toujours fonctionnels lorsque retiré du contexte normal du 

complexe Bithorax [23]. Ces éléments, que l'on nomme Polycomb response elements 

(PRE), ne sont pas définis par une séquence d'ADN précise mais des études chez la 

drosophile ont montrés que la liaison des PcG à certains de ces sites était dépendante de 

la présence de répétitions de d(GA)3, correspondant à la séquence consensus pour le 

facteur GAGA [24, 25]. Une grande partie de ces éléments contiennent, par ailleurs, la 

séquence consensus nécessaire à la liaison des membres de la famille de protéines 

SP1/KLF chez la drosophile [26]. Les trois complexes PRC1, PRC2 et PhoRc se lient à 

ces éléments. Les protéines Pho, appartenant au complexe PhoRC, et GAF, se lieraient 

d'abord aux séquences PRE dans une région sans nucléosome. Avec la coopération de 

complexes de remodelage de la chromatine, ces protéines recruteraient les complexes 

PRC1 et PRC2.  Le recrutement de ces complexes permettra ensuite la triméthylation de 

H3K27 et l'ubiquitination de H2A de part et d'autre de la séquence PRE. La région 

méthylée va ensuite s'étendre jusqu'au promoteur du gène cible grâce à la formation 

d'une boucle dans l'ADN permettant le contact entre les complexes et les nucléosomes 

environnants. Le PcG, entrant ainsi en contact avec le promoteur, va interférer avec le 

recrutement de la machinerie transcriptionnelle causant la répression génique [27]. En 
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effet, l'analyse de mutants pour l'histone méthyltransférase des PcG E(z) révèle que la 

triméthylation différentielle des histones aux niveaux du promoteur et des séquences 

codantes confère l'état d'activation et d'inactivation du gène HOX Ultrabithorax (Ubx) 

[28]. La méthylation permettrait de stabiliser les complexes au PRE et de faciliter 

l'interaction entre les complexes et un promoteur situé à grande distance du PRE [27].  

 Par ailleurs, un autre mécanisme de répression génique a été suggéré. Les PcG 

entrainerait la répression génique par la compaction de la chromatine au niveau des 

gènes cibles empêchant ainsi l'accès des protéines nécessaires à la transcription. En effet, 

il a été démontré que le complexe PRC1 permet la compaction de nucléosomes. Un seul 

complexe peut engendrer la compaction de trois nucléosomes [29]. Cette fonction est 

conservée entre la drosophile et la souris. Un domaine possédant une région fortement 

chargée positivement dans une composante de PRC1 est essentiel à cette fonction [30].  

2.3. Bmi1: protéine PcG 
	  
 La gène B-cell specific Moloney murine leukaemia virus integration I (Bmi1) a 

été le premier membre de la famille PcG à être identifié. Initialement, il a été identifié 

comme un oncogène coopérant avec Myc dans un modèle de lymphome, soit les souris 

transgéniques Eµ-myc. Le gène Bmi1 encode une protéine de 324 acides aminées avec 

une localisation majoritairement nucléaire [31]. Bmi1 est l'homologue des gènes Psc et 

Su(z)2 chez la drosophile [32]. BMI1 contient un motif en doigt de zinc similaire à celui 

de nombreuses protéines liant l'ADN, suggérant un rôle de régulateur de la transcription 

[33]. Le gène Bmi1 est exprimé dans de nombreux types cellulaires en plus des tissus 

hématopoïétiques, comme les glandes salivaires, les testicules, le cœur, le cerveau et les 

reins. Par contre, son niveau d'expression est plus élevé dans les nœuds lymphatiques, le 

cœur, le cerveau et les testicules [31, 33]. Bmi1 est aussi fortement conservé dans 

l'évolution puisque son transcrit à été identifié dans des espèces variées, allant de 

l'homme au poisson [31].	  

 

 La protéine BMI1 fait partie du complexe PRC1 et agit en coopération, via  son 

domaine RING, avec les ligases E3 de l'ubiquitine Ring1A/B dans l'ubiquitination de 
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l'histone H2A [34]. La protéine MAPKAP Kinase 3pK peut phosphoryler Bmi1 ainsi 

que d'autres membres PcG [35]. La localisation de Bmi1 à la chromatine au cours du 

cycle cellulaire est dépendante de son état de phosphorylation. Au cours de la phase 

G1/S, BMI1 est hypophosphorylé et fortement lié à la chromatine. Au cours de la phase 

G2/M, BMI1 est phosphorylé et se dissocie de la chromatine [36].  Une étude récente a 

aussi montré que la kinase Akt/PKB pouvait aussi phosphoryler Bmi1 dans le contexte 

du cancer de la prostate murin. Cette phosphorylation régule le potentiel oncogène de 

Bmi1 en plus d'affecter l'activité E3 ligase du complexe PcG et la réponse aux 

dommages à l'ADN [37].  
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Figure 6. Les complexes Polycomb PRC1 et PRC2. 

Représentation schématique montrant la composition de PRC1 et PRC2. Pour PRC1, le 
diagramme de droite montre les compositions classiques  du complexe tandis que le 
diagramme de gauche représente un complexe PRC1-like. Due à leur homologie avec la 
protéine PSC de la drosophile, on considère que les complexes contenant BMI1, MEL18 
ou NSPC1 peuvent compacter la chromatine. La forme de poche des protéines CBX 
représente le chromodomaine qui reconnait H3K9/K27Me3. HPH1, 2 et 3 symbolisent 
les human polyomeotic homologue 1, 2 et 3. X, Y et Z représentent des protéines variées 
comme SCMH1/2, FBXL10, E2F6 et JARID1D qui peuvent contribuer à la formation 
des complexes PRC1-like, dont la composition est toujours indéfinie. (Adaptation de 
(Margueron et al., 2011).  
 

 

 Les souris Bmi1-/- présentent plusieurs phénotypes anormaux affectant le 

développement du squelette de la souris, le système hématopoïétique ainsi que le 

système nerveux. Tout d'abord, ces souris montrent une diminution progressive du 

nombre de cellules hématopoïétiques ainsi qu'une altération de la réponse de ces cellules 

aux mitogènes. Au niveau neurologique, elles manifestent une démarche ataxique et des 

crises pouvant ressembler à des crises d'épilepsie. Ces symptômes apparaissent 

généralement entre 2 et 4 semaines et augmentent considérablement avec l'âge. 

Finalement, des changements morphologiques importants du squelette sont observés le 

long de l'axe antéropostérieur de l'animal. Les souris Bmi1-/- présentent un retard de 

croissance important. Ces défauts dans le développement général de la souris résultent 

en une mort précoce de l'animal vers 30 jours de vie [38].  

 

2.4. Bmi1, la prolifération cellulaire,  la sénescence et l'apoptose 
  

 Bmi1 et les PcG jouent un rôle primordial dans la prolifération cellulaire. 

L'analyse des possibles cibles transcriptionnels de Bmi1 a permis d'identifier son rôle de 

répresseur du locus ink4a. Les MEFs déficientes pour Bmi1 ne peuvent progresser dans 

la phase S du cycle cellulaire et entrent en sénescence de façon précoce. Elles présentent 

aussi une surexpression importante des suppresseurs de tumeurs p16ink4a et p19arf, 

encodé par ink4a. De plus, la surexpression de Bmi1 engendre une diminution de 
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l'expression de ink4a. Les souris déficientes pour Bmi1 et ink4a présentent une 

amélioration des altérations du systèmes hématopoïétique et nerveux présentent chez les 

souris Bmi1-/-  [39]. Ces observations s'expliquent par le fait que p16 régule la voie Rb 

qui mène à l'arrêt du cycle cellulaire et à la sénescence et que p19 régule le suppresseur 

de tumeur p53 menant à l'apoptose (Figure 7) [40].  Certaines études suggèrent aussi que 

Bmi1 préviendrait la sénescence via la régulation de l'activité de la télomérase. Bmi1 

empêcherait le raccourcissement prématuré des télomères par l'induction de la 

télomérase [40, 41]. 
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leukemia, Bmi1 was essential for the maintenance of
leukemic cells (36). Enforced expression of Hoxa9/Meis-1
in both normal and Bmi1-deficient mouse fetal liver
cells, followed by transplantation, initially resulted in
infiltration of the bone marrow by cells that looked like
acute myeloid leukemia (AML) blasts, and mice devel-
oped a bone marrow infiltrate that resembled AML.
However, only Bmi1 wild-type AML could be serially
transplanted. Taken together with the detection of
high levels of Bmi1 in human AML stem cells (25), these
results suggest that Bmi1 is also required for the self-
renewal of leukemic stem cells.

Bmi1 and senescence
In WI-38 human fetal lung fibroblasts, Bmi1 is down-
regulated when the cells undergoreplicative senescence,
but not when they are quiescent. Additionally, Bmi1
extends replicative lifespan but does not induce immor-
talization when overexpressed (37). In the absence of
Bmi1, both the p16Ink4a and the p19Arf genes from the
Ink4a locus are expressed (38). Lifespan extension by
Bmi1 is mediated in part by suppression of the p16Ink4a-
dependent senescence pathway and requires an intact
pRB pathway, but not the p53 tumor-suppressor pro-
tein. The RING finger and helix-turn-helix domains of
Bmi1 were required for lifespan extension and p16Ink4a

suppression. Furthermore, a RING finger deletion
mutant acted as a dominant negative, inducing p16Ink4a

and premature senescence (37).
Normal mouse embryonic fibroblasts (MEFs) reach

replicative senescence after seven passages in culture,
whereas MEFs from Bmi1–/– mice show a premature-
senescence phenotype at the third passage. This was
correlated with increased expression of p16Ink4a. Re-
expression of Bmi1 in Bmi1–/– MEFs prevented pre-
mature senescence (28). Overexpression of Bmi1 gave
a proliferative advantage and extended MEF lifespan.
Furthermore, unlike human fibroblasts, Bmi1 could
immortalize MEFs.

Downstream targets of Bmi1
Gene-profiling studies suggest that Bmi1 modulates
HSC self-renewal through the regulation of genes
important for stem cell fate decisions, as well as sur-
vival genes, antiproliferative genes, and stem cell–
associated genes (Figure 1) (25). The previously men-
tioned Bmi1 target, the Ink4a locus (28), encodes
p16Ink4a and p19Arf using different promoters (38).
Enforced expression of p16Ink4a and p19Arf in HSCs led
to senescence and apoptosis, respectively (25). In neu-
ral stem cells, p16Ink4a deficiency partially restored the
ability of Bmi1-deficient stem cells to self-renew (26).
Figure 2 illustrates regulation of the cell cycle and
senescence by p16Ink4a and p19Arf. During the cell
cycle, pRB is hyperphosphorylated by the cyclin D/
cyclin-dependent kinases 4 and 6 (cyclin D/Cdk4/6)
complex (39). The hyperphosphorylated pRB is unable
to bind and inhibit E2F transcription factor, allowing
transcription of E2F target genes that are important

for the G1/S transition, such as DNA polymerase II,
cyclin E, p19, myb, and dihydrofolate reductase (40).
This allows cell cycle progression. In the absence of
Bmi1, p16Ink4a is upregulated and prevents binding of
Cdk4/6 to cyclin D, inhibiting the kinase activity. This
results in hypophosphorylated pRB, which then binds
E2F and inhibits E2F-mediated transcription, leading
to cell cycle arrest and senescence (39). p19Arf se-
questers mouse double minute 2 (MDM2) and in-
hibits p53 degradation, resulting in p53-mediated cell
cycle arrest and apoptosis (41, 42). Point mutations
and deletion of p16Ink4a and p19Arf are frequently found

Figure 2
Regulation of cell cycle, apoptosis, and senescence by Bmi1. In nor-
mal stem cells, p16Ink4a and p19Arf genes are repressed in a Bmi1-
dependent manner. In the absence of p16Ink4a, the cyclin D/Cdk4/6
complex can phosphorylate pRB, allowing the E2F-dependent tran-
scription that leads to cell cycle progression and DNA synthesis. In
addition, MDM2-mediated p53 degradation causes low p53 levels in
the absence of p19Arf, thus preventing cell cycle arrest and apoptosis.
The absence of Bmi1 relieves the repression of the Ink4a locus, result-
ing in the expression of p16Ink4a and p19Arf. p16Ink4a inhibits binding of
cyclin D to Cdk4/6, resulting in inhibition of the kinase activity. This
leads to a hypophosphorylated pRB, which then can bind E2F and
inhibit E2F-dependent transcription, resulting in cell cycle arrest and
senescence. p19Arf inhibits MDM2, which mediates ubiquitin-depend-
ent degradation of p53, thus leading to accumulation of p53 protein
in the cell. This leads to induction of various p53 target genes involved
in cell cycle arrest and apoptosis. Proteins affected by high and low
levels of Bmi1 are shown by black and red arrows, respectively. *Sites
of frequent mutations associated with cancer.
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Figure 7. Régulation du cycle cellulaire et de l'apoptose par Bmi1. 

Dans des cellules souches normales, p16ink4a et p19arf sont réprimés par Bmi1. En 
absence de p16ink4a, le complexe cycline D/Cdk4/6 va phosphoryler pRB. Cet évènement 
va permettre la liaison du facteur de transcription E2F à l'ADN et mener à la progression 
dans le cycle cellulaire et à la synthèse de l'ADN. Par ailleurs, en absence de p19arf, 
l'ubiquitine ligase MDM2 va causer la dégradation de p53 résultant en une faible 
concentration du suppresseur de tumeur. Ceci prévient l'apoptose et l'arrêt du cycle 
cellulaire. L'absence de Bmi1 relâche la répression du locus Ink4a, ce qui augmente les 
niveaux de p16ink4a et p19arf. Ceci résulte en l'arrêt du cycle cellulaire, la sénescence et 
l'apoptose. Les protéines affectées par des hauts et bas niveaux de Bmi1 sont 
représentées par des flèches noires et rouges, respectivement. *Sites de mutations 
fréquents dans le cancer.  
 

2.5. Bmi1 et l'auto-renouvellement des cellules souches 
 

 Bmi1 est impliqué dans l'auto-renouvellement des cellules souches en empêchant 

la sénescence précoce, soit via la régulation de gènes directement impliqués ou par la 

régulation de la télomérase. Les cellules souches hématopoïétiques (HSC) et neuronales 

(NSC) expriment fortement Bmi1. La diminution de l'auto-renouvellement des HSCs et 

NSCs déficientes pour Bmi1 engendre leur disparition après la naissance [42, 43]. Par 

contre, la prolifération et la survie des progéniteurs ne sont pas affectées [42]. Bmi1 n'est 

donc pas essentiel à la différenciation efficace des cellules souches en progéniteurs mais 

est primordiale à l'auto-renouvellement en empêchant la sénescence précoce. D'autre 

part, tel que mentionné précédemment, la régulation de l'activité de la télomérase par 

Bmi1 joue un rôle important dans l'entrée de la cellule souche en sénescence et donc, 

dans l'auto-renouvellement de celle-ci [40, 41]. Étant donné les multiples phénotypes 

anormaux des souris Bmi1-/-, allant des problèmes neurologiques aux malformations du 

squelette axial, il est probable que Bmi1 régule l'auto-renouvellement des cellules 

souches d'une grande variété de types cellulaires [40].  

 

2.6. Bmi1 et les dommages à l'ADN 
 

 Au cours de la vie d'une cellule, plusieurs sources endogènes et exogènes 

peuvent entrainer des dommages à l'ADN. Afin d'enrayer l'accumulation de ces 
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dommages, la cellule possède des mécanismes capables de les détecter et de les réparer. 

Afin de détecter ces dommages, deux kinases principales sont déterminantes pour la 

réponse aux dommages à l'ADN (DDR): Ataxia telangiectasia mutated kinase (ATM) et 

Ataxia telangiectasia and rad 3-related kinase (ATR). Les bris doubles brins (DSBs) 

vont généralement activer ATM, qui va ensuite phosphoryler plusieurs cibles  dont la 

protéine Chk2 [44, 45]. Un défaut dans le processus de recombinaison nécessaire à la 

réparation des DSBs est, en effet, noté chez les fibroblastes mutants pour ATM [46]. Le 

stress réplicatif, quant à lui, va entrainer l'activation d'ATR qui va ensuite phosphoryler, 

entre autre, Chk1 [47, 48]. Chk1 et Chk2 sont des kinases qui permettent l'arrêt du cycle 

cellulaire lorsque la présence de dommages à l'ADN est détectée. Ces kinases vont 

phosphoryler plusieurs cibles, dont le suppresseur de tumeur p53, et entrainer l'arrêt du 

cycle cellulaire [49]. Cet arrêt donne le temps à la cellule de réparer ces dommages 

grâce à plusieurs mécanismes avant d'entrer de nouveau en mitose. Si les dommages ne 

sont pas réparés correctement, cette cascade de réponse aux dommages à l'ADN peut 

ultimement mener à l'apoptose de la cellule [44].  

 

 Aux cours des dernières années, une nouvelle fonction de Bmi1 a été mise en 

lumière. À partir de cellules humaines de Glioblastoma multiforme (GBM), un cancer 

du cerveau agressif et résistant à la radiothérapie, il a été possible de montrer 

l'interaction de BMI1 avec les protéines de la réponse aux dommages à l'ADN. Les 

cellules  GBM déficientes pour BMI1 présente une altération importante de l'efficacité 

de la réparation des DSBs rendant les cellules plus sensibles aux radiations. De plus, la 

surexpression de BMI1 augmente le recrutement d'ATM à la chromatine et diminue la 

sensibilité des cellules GBM à la radiation[50]. Par ailleurs, d'autres études ont montré 

que BMI1 est recruté aux DSBs où il contribue à l'ubiquitination de γH2AX et de 

l'histone H2A, des marques qui permettent à la DDR de reconnaitre le site de 

dommages. En stimulant l'accumulation de ces marques, BMI1 contribue au recrutement 

de la DDR et à la réparation de l'ADN. Le maintient de BMI1 aux sites de dommages est 

dépendant de ATM/ATR, de la phosphorylation de γH2AX ainsi que du recrutement de 

la ligase E3 de l'ubiquitine RNF8 [51, 52]. 
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2.7. Bmi1 et le stress oxydatif 
 

 Le métabolisme normal d'une cellule engendre la production de radicaux libres 

(ROS). Les ROS sont des molécules très réactives car elles possèdent un ou plusieurs 

électrons non-appariés. La plupart des ROS sont issus de la respiration cellulaire ayant 

lieu dans la mitochondrie. Par contre, certaines sources exogènes peuvent aussi 

engendrer la production de ROS, comme les rayons UV et gamma ainsi que certains 

polluants environnementaux [53]. À faible concentration, les ROS peuvent avoir un effet 

bénéfique sur la cellule. Ils jouent un rôle important dans certaines voies de signalisation 

cellulaire, entre autre via la régulation de facteurs de transcription, et dans l'induction de 

la réponse aux mitogènes [54, 55]. Par contre, à haute concentration, les ROS peuvent 

engendrer des dommages importants à certaines composantes de la cellule, comme aux 

lipides et membranes, aux protéines et acides nucléiques [56, 57]. La peroxydation des 

lipides et la formation de 8-oxoguanine au niveau de l'ADN de la cellule sont des 

marqueurs communs d'une accumulation de ROS [53]. Les effets dommageables des 

ROS sont contrecarrés par les antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques de la 

cellule [58]. 

	   	  

 Un déséquilibre entre le niveau de ROS intracellulaire et les défenses 

antioxydantes est un signe caractéristique du vieillissement d'un organisme [59]. Bmi1 

joue un rôle dans la régulation des défenses antioxydantes dans les neurones et, de ce 

fait, les souris Bmi1-/- présentent un phénotype de vieillissement prématuré du cerveau. 

Les neurones Bmi1-/- sont hypersensibles à plusieurs agents neurotoxiques et présentent 

une concentration anormalement élevée de ROS. Les principaux rôles de Bmi1 dans le 

métabolisme des ROS au niveau neuronal sont liés à son action répressive de l'activité 

pro-oxydante de p53 dans ce type cellulaire [60]. De plus, le processus de vieillissement 

normal du cerveau, chez la souris et chez l'homme, engendre une diminution de 

l'expression de Bmi1, une augmentation de la répression des gènes antioxydants par p53, 

et une accumulation de dommages oxydatifs à l'ADN et aux lipides [61]. Une étude 

récente révèle aussi que Bmi1 confère une résistance accrue au stress oxydatif dans les 

cellules souches hématopoïétiques [62]. Par ailleurs, les cellules de plusieurs autres 
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tissus déficients pour Bmi1 présentent une augmentation de la présence de ROS. Une 

analyse approfondie sur des thymocytes Bmi1-/- a révélé une fonction mitochondriale 

altérée et une augmentation de dommages oxydatifs à l'ADN résultant en une activation 

de la DDR. Ces thymocytes traités pendant une semaine avec le N-acétylcystéine 

(NAC), une molécule antioxydante, ont vu leur phénotype s'améliorer considérablement. 

Une proportion importante des phénotypes observés chez la souris Bmi1-/- a aussi pu être 

rétablie par la délétion de Chk2[63].  

 

2.8. Rôle de Bmi1 dans le développement rétinien 
  

 Tel que mentionné précédemment, le développement de la rétine est causé par la 

prolifération et la différenciation des RPCs en diverses lignées cellulaires. Sachant que 

Bmi1 est essentiel à l'auto-renouvellement des HSCs et des NSCs, une étude s'est 

penchée sur l'importance de Bmi1 dans le développement rétinien.  Les résultats révèlent 

le rôle essentiel de Bmi1 dans l'auto-renouvellement et la prolifération de la plupart des 

RPCs immatures. Bmi1 est, de plus, essentiel au développement post-natal de la rétine 

chez la souris. La délétion de Bmi1 résulte en une réduction du diamètre de la rétine. Le 

déficit d'auto-renouvellement des RPCs Bmi1-/- a été partiellement rétabli par la co-

inactivation de p53 [64]. 

 

2.9. Rôle de Bmi1 dans la neurodégénérescence 
  

 Une perte de connexions synaptiques, une démyélination des axones, une gliose 

réactionnelle ainsi que des dommages mitochondriaux sont observés dans le cerveau des 

souris Bmi1-/- de 4 semaines [65]. Le rôle de Bmi1 dans la régulation des défenses 

antioxydantes du cerveau a un effet neuroprotecteur et prévient la neurodégénérescence 

prématurée [61]. Le vieillissement prématuré du cerveau Bmi1-/-  lié au stress oxydatif 

accru pourrait donc entrainer l'apparition de signes de neurodégénérescence. La 

diminution progressive de l'expression de Bmi1 dans les neurones pourrait être une des 
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causes de l'augmentation du risque de développer plusieurs maladies neurodégénératives 

avec l'âge [61, 65].  
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HYPOTHÈSE DE RECHERCHE ET OBJECTIFS 
 

 Bmi1 est un répresseur transcriptionnel nécessaire à l'auto-renouvellement et à la 

prolifération des RPCs et est essentiel au développement post-natal de la rétine [64]. Son 

rôle de régulateur des défenses antioxydantes dans les neurones a un effet 

neuroprotecteur. Les souris déficientes pour Bmi1 montrent un phénotype de 

vieillissement prématuré du cerveau et des signes de neurodégénérescence [61, 65]. Ces 

observations suggèrent la possibilité que Bmi1 pourrait être impliqué dans le 

développement et la neuroprotection des photorécepteurs, ces neurones rétiniens 

photosensibles.  L'objectif principal de ce projet est donc d'évaluer le rôle de Bmi1 dans 

le développement et la survie des photorécepteurs à l'aide d'un modèle murin. Notre 

hypothèse est que Bmi1 est essentiel au développement et/ou à la survie des 

photorécepteurs via son rôle de régulateur des défenses antioxydantes dans les neurones. 

 

1.  Caractérisation du phénotype des photorécepteurs des souris Bmi1-/-. 
  

 Afin de déterminer si notre hypothèse est juste, nous avons analysé le phénotype 

des différents photorécepteurs chez les souris déficientes pour Bmi1. Nous avons 

comparé leur morphologie, leur photosensibilité et leur nombre aux photorécepteurs des 

souris de type sauvage (WT).  Nous avons aussi observé l'évolution du phénotype au 

cours du vieillissement in vivo ainsi qu'in vitro, en culture primaire.  

 

2. Déterminer le mécanisme moléculaire, régulé par Bmi1, qui est impliqué 
dans le développement et la survie des photorécepteurs.   
 

 Afin de déterminer le mécanisme moléculaire régulé par Bmi1, nous avons 

effectué des expériences de génétique inverse et analysé le phénotype des différents 

mutants. Nous avons vérifié l'activation de différentes voies et mécanismes moléculaires 

reconnus pour être régulés par Bmi1, dont celle régulant les défenses antioxydantes. 

Nous avons finalement aussi effectué l'analyse du patron d'expression de différents 

gènes dans les rétines des souris Bmi1-/-.   
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 

 

1. Animaux 
  

 Les souris Bmi1-/-  (de la souche C57B1/6, cadeau de M. Van Lohuizen, The 

Netherlands Cancer Institute, Amsterdam), les souris Bmi1-/-Chk2-/- (cadeau de Toren 

Finkel, National Heart, Lung and Blood Institute, Bethesta, Maryland) les souris 

consanguines de type sauvage, les souris Bmi1-/-p16p19-/-, Bmi1-/-p19-/- (Charles River 

laboratories), et les souris p53+/- (The Jackson Laboratory) ont été utilisées en accord 

avec le Comité de soins aux animaux du Centre de recherche de l'Hôpital Maisonneuve-

Rosemont. 

 

2. Immunomarquage 
 

 Les tissus ont été fixés pour 1h à température pièce dans une solution 4% 

paraformaldéhyde dans un tampon phosphate 0,1 M à pH 7,4 (PBS). Les tissus ont 

ensuite été lavés 3 fois avec du PBS, cryoprotégés dans une solution PBS/30% sucrose, 

congelés dans un milieu d'enrobage CRYOMATRIX (Thermo Shandon) dans l'azote 

liquide et conservés à -80 oC. Autrement, les tissus ont été fixés dans une tampon 10% 

formaline et enrobés dans de la paraffine. Des coupes de huit micromètres ont ensuite 

été montées sur des lames de verres SuperFrost (Fisher Scientific) et soumis à un 

protocole d'immunohistochimie ou d'immunofluorescence. Pour l'immunofluorescence, 

les coupes ont été incubées 1h à température pièce avec une solution de blocage 

constituée de 5% sérum de cheval/PBS et ensuite une nuit avec la solution d'anticorps 

primaire à 4oC dans une chambre humide. Après 3 lavages au PBS, les coupes ont 

ensuite été incubées 1h avec la solution d'anticorps secondaire à température pièce à la 

noirceur. Les lames ont ensuite été lavées 3 fois avec du PBS et montées avec des 

lamelles de verre (VWR) dans un milieu contenant du DAPI (Vector laboratories). Pour 

le marquage de l'anion superoxyde, la lame a été incubée dans une solution contenant 5 
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µM de l'agent MitoSoxRed (Invitrogen) pendant 10 minutes à 37oC. La lame a ensuite 

été lavée 3 fois avec du PBS et montée avec une lame de verre et le milieu contenant du 

DAPI. Pour l'immunohistochimie, les coupes de tissus fixés avec la formaline et enrobés 

dans de la paraffine ont été déparaffinées et réhydratées dans une solution de xylène 

(Surgipath) 2 fois 10 minutes, 2 fois 10 minutes dans une solution 100% Alcool de 

réactif (Surgipath) et finalement 2 fois 5 minutes dans de l'eau distillée. Les lames ont 

ensuite été incubées 10 minutes dans une solution de citrate de sodium (Sigma Aldrich) 

10 mM à pH 6 portée à ébullition pour révéler les antigènes.  La peroxydase endogène 

des tissus a ensuite été inactivée par un traitement au peroxyde d'hydrogène (Sigma 

Aldrich) 3% pour 10 minutes. Les lames ont ensuite été incubées 1h à température pièce 

avec un solution de blocage constituée de 5% sérum de cheval (Sigma Aldrich)/PBS et 

une nuit avec la solution d'anticorps primaire à 4oC dans une chambre humide. Les 

coupes ont ensuite été analysées en utilisant le Vectastain ABC Kit (Vector laboratories) 

en suivant les recommandations du fabriquant. Le complexe a finalement été révélé avec 

le substrat chromogène brun DAB (3,3’-diaminobenzidine) (Sigma Aldrich). Les tissus 

ont ensuite été colorés, ou non, en les plongeant dans une solution d'hématoxyline 

(Sigma Aldrich). Elles ont ensuite été lavées 10 fois dans l'eau distillée et déshydratées 

10 fois dans l'éthanol 95%, 10 fois dans l'éthanol 100% et 10 fois dans le xylène. Les 

lames ont ensuite été montées en utilisant le milieu de montage Permount 

(ThermoFisher Scientific) et des lamelles de verre (VWR). Les anticorps utilisés pour 

les immunomarquages sont: anti-Sopsin (Millipore) 1:300, Anti-8oxoguanine 

(Chemicon International) 1:200, Anti-Rhodopsine 4D2 (Un cadeau de Rober S.Molday, 

Ph.D., du Département de Biochimie et Biologie moléculaire de l'Université de 

Colombie-Britannique) 1:50, Anti-Bmi1 (Millipore) 1:200.  

 Les observations ont ensuite été faites à l'aide d'un microscope Zeiss Imager.Z2 

et les images ont été acquises avec une caméra Zeiss Axiocam MRm  et le logiciel 

AxioVision rel.4.8.  
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3. PCR en temps réel 
	  
 Les yeux de souris à P30 ont été disséqués à l'aide de pinces et d'une aiguille 

dans du PBS 1X afin d'en extraire uniquement la rétine neurale. Un trou a été percé à 

l'aide de l'aiguille au niveau de la pupille. À l'aide de deux paires de pinces, les tissus 

enveloppant la rétine neurale ont été déchirés en tirant sur la cornée de part et d'autre du 

trou préalablement effectué. Cette technique permet de systématiquement libérer la 

rétine des différents autres tissus de l'oeil. L'ARN des rétines a ensuite été extrait avec le 

réactif Trizol (Invitrogen), selon le protocole fourni par le fabriquant, et conservé à -

80oC. L'ARN a ensuite été dilué avec de l'eau distillée traitée diéthylpyrocarbonate 

(DEPC) pour obtenir un volume total de 9 µl et 1 µl d'oligodT 12-18 (Invitrogen) a été 

ajouté. La solution a ensuite été incubée à 65oC pour 10 minutes afin de dénaturer l'ARN 

et mis sur glace 5 minutes. La réaction de transcription inverse a été induite en ajoutant à 

chaque échantillon d’ARN 10 µL de Master Mix constitué de 4 µL de RT buffer 5x 

(Invitrogen), 3 µL d’eau distillée DEPC, 1 µL de DTT (dithiothréitol) 0,1 M 

(Invitrogen), 1 µL de dNTP 10 mM (mélange équimolaire des désoxynucléotides 

triphosphates: dATP, dTTP, dGTP et dCTP, Sigma), 0,5 µL de RNAguard et 0,5 µL de 

l’enzyme Transcriptase inverse, M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) Reverse 

Transcriptase (RT) (Invitrogen), et en incubant à 37°C pendant 1 heure. Les tubes ont 

ensuite été conservés à -20oC.  

 La réaction d'amplification par PCR en temps réel a ensuite été effectuée dans 

une plaque 96 puits (Sarstedt). Chaque puits contenait: 10 µl d'eau DEPC, 12,5 µl 

Platinum SYBR Green (Invitrogen), 20 ng d'amorces, 0,5 µl ROX dilué 1:60 et 1 µl 

d'ADNc. Les conditions d'amplifications étaient: 10 minutes 50oC, 10 secondes 95oC, 20 

secondes 95oC et 35 secondes 65oC pendant 50 cycles. La réaction a été effectuée dans 

un thermocycleur ABI 7500 (Applied Biosystems) et les résultats ont été analysés avec 

le logiciel 7500 software v.2.0.5. 

Les séquences des amorces utilisées: 

Bmi1 
(F) 5'-GGAGACCAGCAAGTATTGTCCTATTTG-3' 
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 (R) 5'-CTTACGATGCCCAGCAGCAATG-3' 

Apaf1 

(F) 5'-TGCTCAGCGGATAAGAAGGT-3' 

(R) 5'-TCCCAGAGC- TTGAGGAAGAA-3' 

xCT 

(F) 5'-TGGAGGTCTTTGGTCCTTTG-3' 

(R) 5'-CCAGGATGTAGCGTCCAAAT-3' 

GST-1α 
 
(F) 5'-CGCCACCAAATATGACCTCT-3' 

(R) 5'-CCATGGCTCTTCAACACCTT-3' 

NQO1 

(F) 5'-TTCTCTGGCCGATTCAGAGT-3' 

(R) 5'-GAGTGTGGCCAATGCTGTAA-3' 

Sestrin2 

(F) 5'-CCTCCTTTGTGTTGTGCTGT-3' 

(R) 5'-ACGGTTCTCCATTTCCTCCT-3' 

Cyp24a1 

(F) 5'-GGCTCCTTCAAAAGGACACA-3' 

(R) 5'-GATGCAGGGCTTGACTGATT-3' 

LPO 

(F) 5'-GACTTTGCCCCTGAAACTGA-3' 

(R) 5'-GAACATGATGGGGAAGCAGT-3' 

Duox2 

(F) 5'-ACAAGGGGTGTATGCCTTTG-3' 

(R) 5'-CACAGGTTGTGGTAGGGAAA-3' 
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Alox15 

(F) 5'-TACCTGTGGTTGATCGGACA-3' 

(R) 5'-TGCCATTTCTGCACTCTCAC-3' 

 

Fas/CD95 

(F) 5'-AAACAAACTGCACCCTGACC-3' 

(R) 5'-CAACCATAGGCGATTTCTGG-3' 

Hprt 

(F) 5'-ACTGTAATGATCAGTCAACGGG-3' 

(R) 5'-GGCCTGTATCCAACACTTGG-3' 

 

4. Microscopie électronique 
	  
 Les yeux de souris à P30 ont été fixés dans une solution 2% 

paraformaldéhyde/2,5% glutaraldéhyde à 4oC durant une nuit et déshydratés dans une 

succession de solutions à concentration croissante d'éthanol. Les tissus ont ensuite été 

enrobés dans une résine Epon et coupés en tranche de 1 µm et placés sur des grilles. Les 

tissus ont ensuite été colorés avec de l'acétate d'uranyle et du citrate de plomb. Les 

coupes ont ensuite été observées au microscope électronique à transmission.  

5. Électrorétinogramme 
	  
 Les électrorétinogrammes (ERG) ont été effectués par Joëlle Lavoie du 

laboratoire de Marc Hébert, de l'Université Laval, Québec. Les animaux ont été 

anesthésiés avec un mélange de kétamine (80 mg/kg) et xylazine (10mg/kg) injecté par 

voie intrapéritonéale. La température de l'animal a été maintenue entre 36 et 38oC avec 

une couverture homéothermique durant toute la durée de l'ERG. Seulement l'œil gauche 

a été analysé. La pupille a été dilatée avec une goutte de 1% tropicamide (Alcon 

Canada) appliquée sur la surface cornéenne. La cornée a été anesthésiée avec 0,5% 
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chlorydrate de proparacaïne (Alcon Canada). Les enregistrements ont été faits avec une 

électrode DTL (Statex) formant une boucle et placée à la surface de la cornée. Les 

électrodes de référence et de terre (Grass technologies, Astromed) ont été placées à la 

queue et la bouche de la souris, respectivement. Les stimulations par flash ont été 

produites avec une lumière blanche générée par des diodes (pour l'ERG scotopique) et 

par des flashs au xénon (pour l'ERG photopique) logés dans le Ganzfeld Color Dome 

(Espion, Diagnosys) pour stimuler complètement la rétine.  

 L'ERG scotopique a été utilisé pour mesurer la fonction des bâtonnets. Après une 

adaptation à la noirceur d'une nuit, les souris ont été préparées pour l'ERG sous une 

lumière rouge tamisée. La réponse à la lumière en condition scotopique a été obtenue en 

soumettant la rétine à 10 flashs lumineux d'intensité croissante allant de -3,62 à 0,46 log 

cd x sec/m2, avec des intervalles inter-stimulus de 15 secondes (pour les 4 premières 

intensités) et de 30 secondes (pour les 6 dernières intensités). L'ERG photopique a été 

utilisé pour mesurer la fonction des cônes. Après une adaptation de 10 minutes à une 

lumière de 30 cd/m2, la réponse à la lumière en condition photopique a été obtenue en  

générant 9 stimuli d'intensités brèves variant de -0.81 à 2.86 log cd x sec/m2, avec des 

intervalles inter-stimulus de 15 secondes (pour les 3 premières intensités) et de 30 

secondes (pour les 6 dernières intensités). En conditions photopique et scotopique, pour 

chaque stimulation, au moins 4 réponses ont été calculées afin d'obtenir un rapport 

signal-sur-bruit élevé et de confirmer la reproductibilité de  la réponse.  

  5.1. Analyse des résultats des ERG 
	  
 La réponse ERG est d'abord composée d'une onde négative appelée onde a, 

suivie d'une onde positive appelée onde b. L'onde a est principalement générée par la 

réponse des photorécepteurs, tandis que l'onde b est causée par la réponse des cellules 

bipolaires. Par convention, l'amplitude de l'onde a est mesurée du niveau de base 

jusqu'au creux et l'amplitude de l'onde b est mesurée du creux de l'onde a jusqu'au 

sommet de l'onde b (Figure 8) [66]. 
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Figure 8. Exemples d'ondes d'électrorétinogramme de souris. 

(A) Onde obtenue en condition photopique. (B) Onde obtenue en condition scotopique. 
L'amplitude de l'onde a est mesurée du niveau de base jusqu'au creux.  L'amplitude de 
l'onde b est mesurée du creux de l'onde a jusqu'au sommet de l'onde b. Les flèches 
indiquent le déclenchement du flash lumineux (Adaptation de Lavoie et al., 2013). 

 

6. Culture de cellules de la rétine 
	  
 Les yeux de souris à P5 ont été disséqués à l'aide de pinces et d'une aiguille dans 

du HBSS 1X oxygéné (Life technologies) afin d'en extraire uniquement la rétine neurale. 

Un trou a été percé à l'aide de l'aiguille au niveau de la pupille. À l'aide de deux paires 

de pinces, les tissus enveloppant la rétine neurale ont été déchirés en tirant sur la cornée 

de part et d'autre du trou préalablement effectué. Cette technique permet de 

systématiquement libérer la rétine des différents autres tissus de l'oeil. Les rétine ont 

analyzed with independent t tests to compare WT and mutant
mice and are presented with the SD. All analyses were conducted
with SPSS for Windows (version 15.0; SPSS, Chicago, Illinois)
(Figure 1).

Analysis of Retinal and Striatal Monoamine Levels by High-
Performance Liquid Chromatography and Microdialysis

Retina and striatum were isolated from mice and homoge-
nized in 10 volumes of .1 mol/L perchloric acid. The protocol for
high-performance liquid chromatography determination of tissue
dopamine and serotonin levels has been described previously in
Beaulieu et al. (23). Extracellular dopamine concentrations in the
striatum were evaluated by conventional microdialysis (flow rate
1 ml/min) as described in Gainetdinov et al. (36).

Results

ERG of Tph2-KI Mice
Figure 2 presents, for each stimulus strength, the results for a-

and b-wave amplitude and implicit time of WT and Tph2-KI mice
in photopic and scotopic condition. In photopic condition, the
repeated-measures analysis of variance showed that the
luminance-response function of b-wave implicit time was sig-
nificantly different between the two groups [F(1,15) ¼ 6.30; p ¼
.024]. Post hoc comparisons revealed that the b-wave implicit
time was in fact longer in Tph2-KI mice at almost every intensity
tested, including the Vmax (WT ¼ 24.25 ! .46 msec, Tph2-KI ¼

25.22 ! .83 msec; p ¼ .011), as seen in Figure 2D. No change
could be observed in the other ERG parameters or in the OPs. In
scotopic condition, none of the ERG parameters or OPs was
significantly changed in mutants compared with WT mice. Typical
ERG and OPs filtered traces are presented in Figure S1 for both
WT and Tph2-KI mice (Supplement 1).

No change was found (p ¼ .6410) in serotonin tissue content
in the retina between WT (.021 ! .002 ng/mg) and Tph2-KI
(.018 ! .009 ng/mg) mice (Figure 3A). By comparison, in agree-
ment with a previous report (23), a significant decrease in striatal
serotonin was observed (p " .001) in Tph2-KI mice (.15 !
.02 mg/kg) compared with WT mice (.89 ! .06 mg/kg), as seen
in Figure 3B.

ERG of DAT-KO Mice
Figure 4 presents, for each stimulus strength, the results for a-

and b-wave amplitude and implicit time of WT and DAT-KO mice in
photopic and scotopic condition. In photopic condition, no sig-
nificant change could be observed in Vmax, logK, amplitude, and
implicit time of a- and b-wave. In scotopic condition, a right shift
along the x-axis can be observed in DAT-KO mice (Figure 4F), which
was confirmed statistically [F(1,25) ¼ 5.44; p ¼ .028], suggesting a
decrease in retinal sensitivity. Post hoc analyses revealed that it was
the linear part of the two curves that was statistically different,
whereas Vmax reached the same amplitude in WT and DAT-KO
mice. The values of logK were "1.97 ! .07 log units
and "1.81 ! .19 log units in WT and DAT-KO mice, respectively,
representing a significant decrease in retinal sensitivity of .16 log
units in mutant mice (p ¼ .014). The intensity to reach the T50 mV
criterion value was also significantly increased (p ¼ .017) in DAT-KO
mice ("3.07 ! .42 log units) compared with WT mice ("3.42 ! .29
log units), which further confirms a decrease in scotopic retinal
sensitivity in DAT-KO mice. None of the other parameters was
affected in DAT-KO mice in scotopic condition. No difference was
reported in the sum of OPs in both photopic and scotopic
conditions. Typical ERG and OPs filtered traces are presented in
Figure S2 for both WT and DAT-KO mice (Supplement 1).

No change was found (p ¼ .5961) in dopamine tissue content
in the retina between WT (.16 ! .06 ng/mg) and DAT-KO
(.18 ! .04 ng/mg) mice (Figure 3C). At the same time, striatal
dialysate levels of dopamine (Figure 3D) were significantly
increased (p " .01) in DAT-KO mice (5.30 ! .65 nmol) compared
with WT mice (1.52 ! .18 nmol), supporting previous observa-
tions on increased brain extracellular levels of dopamine in these
mutants (16).

ERG of D1R-KO Mice
Figure 5 presents, for each stimulus strength, the results for a-

and b-wave amplitude and implicit time of WT and D1R-KO mice
in photopic and scotopic condition. In photopic condition, a
significant difference between the luminance-response functions
of the two groups was observed [F(1,21) ¼ 17.81; p " .001]. Post
hoc analyses showed that b-wave amplitude was lower in D1R-
KO mice at almost every intensity, with the Vmax being
approximately 22% significantly lower (p ¼ .002) in mutant
mice (270.95 ! 49.39 mV) when compared with WT mice
(346.29 ! 49.66 mV) as seen in Figure 5B. A significant difference
was also found between the two groups [F(1,21) ¼ 14.84; p ¼
.001] for the b-wave implicit time, the latter being significantly
longer at Vmax (p ¼ .002) in D1R-KO mice (30.73 ! 2.33 msec)
when compared with WT mice (27.75 ! 1.82 msec) as well as at
most intensities used to generate the luminance-response func-
tion (Figure 5D). No significant change could be observed in the

Figure 1. Example of mice electroretinogram waveform obtained at
Vmax in photopic (A) and scotopic (B) conditions. The photopic Vmax
was achieved at 722 cd # sec/m2 and scotopic Vmax at .98 cd # sec/m2.
The a-wave amplitude is measured from the baseline to trough of the a-
wave, and the b-wave is measured from trough of the a-wave to peak of
the b-wave. The arrows indicate flash onset. OP, oscillatory potential.
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ensuite été re-suspendues dans une solution enzymatique (10 ml HBSS 1X, 9,3 mg de 

Papaïn (Worthington), 1,632 mg de N-acetyl L-cysteine (Sigma Aldrich), 0,5 mg de 

DNaseI (Roche) et 10 µl EDTA 500 mM (Fisher Scientific)) et incubées 10 minutes à 

37oC. Après centrifugation, les cellules ont été dissociées dans un milieu de culture 

composé de 0,02 µg/ µl NGF (Invitrogen), 0,02 µg/µl BDNF (Invitrogen), 1% B27 

(Invitrogen), 70 µg/ml gentamycine (Invitrogen), 1% Sérum foetal bovin (Wisent) , 

0,5% glucose (Sigma Aldrich) et 10 µM Forskolin (Sigma Aldrich) dilué dans du 

Neurobasaltm Medium (Life technologies). Les cellules ont ensuite été réparties et 

cultivées sur des lames de verre traitées avec la Poly-L-lysine hydrobromide (Sigma 

Aldrich) et du BD Matrigel Matrix (BD Biosciences).   

7. Analyses statistiques 
	  
 Les données sont présentées en moyenne + écart type, tel que mentionné dans les 

figures. Les différences statistiques ont été analysées en utilisant le test t de Student. 
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RÉSULTATS 
	   	  

1. Caractérisation du phénotype des photorécepteurs des souris Bmi1-/- 

 

1.1. Diminution du nombre et anomalies morphologiques des cônes chez les souris 
Bmi1-/-. 
 

	   Afin de vérifier si le gène Bmi1 joue un rôle dans le développement et le 

maintient des photorécepteurs, une analyse par immunohistochimie du phénotype des 

cônes chez les souris de 30 jours WT et Bmi1-/- a été effectuée (Figure 9A). Pour ce faire, 

un anticorps contre la S-opsine, un des pigments spécifiques aux cônes, a été utilisé. Les 

résultats montrent que la rétine de souris déficiente pour Bmi1 présente des S-cônes 

anormaux. En effet, le patron de distribution de la S-Opsine dans les rétines de souris 

Bmi1-/- diffèrent de celui des souris WT. De plus, une morphologie anormale est 

observée. Certains cônes présentent un gonflement du segment externe. Le 

dénombrement des S-cônes a aussi permis de révéler une réduction du nombre de cônes 

d'environ 35%  chez les souris Bmi1-/- comparativement aux souris WT. Cependant, le 

nombre de corps cellulaires de photorécepteurs, situé dans la ONL, ne varie pas 

significativement (Figure 9B). Par ailleurs, l'analyse du phénotype des bâtonnets n'a 

montré aucune anomalie de distribution ou de morphologie chez ce type de 

photorécepteurs (Figure 10). Ces résultats suggèrent que Bmi1 joue un rôle dans le 

développement et/ou la survie des photorécepteurs de type cônes.  

1.2. La mutation du gène Bmi1 affecte la réponse des cônes aux signaux lumineux.  
	  
 Étant donné le phénotype anormal des cônes observé chez les mutants, nous 

avons voulu vérifier si la fonction des photorécepteurs pouvait être affectée par la 

déficience en Bmi1. Pour ce faire, nous avons soumis des souris WT et Bmi1-/- à un 

électrorétinogramme. L'électrorétinogramme est un examen permettant d'évaluer la 

fonction des photorécepteurs et la fonction post-réceptorale de la rétine. Les tracés 

d'ERG sont facilement obtenus à l'aide d'une électrode cornéene, d'une électrode de 

référence et d'une électrode de terre où l'activité électrique de la rétine est analysée suite 
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à la présentation d'un stimulus visuel [67]. 

	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Diminution du nombre et anomalies morphologiques des cônes chez les 
souris Bmi1-/-. 

 (A) Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées par immunohistochimie avec un 
anticorps contre la S-opsine. Les lames ont été contre-colorées à l'hématoxyline. Les 
flèches blanches indiquent des cônes à la morphologie anormale. Les cadres blancs 
indiquent la région agrandie dans l'image de droite. Barre d'échelle: 50 µm. S : segment. 
ONL: outer nuclear layer. INL: inner nuclear layer. (B) Quantification du nombre de S-
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cônes par champs. Pour chaque échantillon, un champ au niveau de la rétine centrale a 
été quantifié. Pour chacun de ces champs, le nombre de corps cellulaires dans la ONL a 
aussi été quantifié. Les résultats sont présentés comme moyenne de 3 échantillons + 
erreur standard. (n=3,  *P<0,05).  
 
 Les tracés des ERG ont été compilés et les moyennes des amplitudes des 

différentes ondes ont été introduites dans un graphique intensité vs réponse.  Les courbes 

intensité vs réponse en condition photopique indiquent clairement une anomalie de la 

réponse des cônes (onde a) et des cellules bipolaires (onde b) chez la souris Bmi1-/- 

(Figure 11A). L'amplitude de la réponse des cônes aux stimuli lumineux est grandement 

affectée par la mutation, passant de -215,3 µV à -86,33 µV à intensité maximale. Ces 

résultats confirment que le système des cônes des souris Bmi1-/- réagit moins bien à la 

lumière.  

 D'autre part, les courbes intensité vs réponse en condition scotopique montrent 

une légère variation non significative de la réponse des bâtonnets (onde a) et des cellules 

bipolaires (onde b)  (Figure 11B). Ces résultats nous permettent de conclure que la 

réponse des bâtonnets n'est pas perturbée par la délétion du gène Bmi1. Ceci concorde 

avec les résultats précédents montrant le phénotype normal de ces photorécepteurs chez 

les souris mutantes.  

 

	  

	  

	  

	  

Figure 10. La morphologie des bâtonnets reste normale. 

Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées par immunohistochimie avec un 
anticorps contre la rhodopsine. Les lames ont été contre-colorées à l'hématoxyline. S: 
Segment. Barre d'échelle = 50 µm.  
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Figure 11. La mutation Bmi1 affecte la réponse des cônes aux signaux lumineux. 

(A) Électrorétinogramme en condition photopique. L'amplitude de l'onde a correspond à 
la réponse des cônes. L'amplitude de l'onde b correspond à la réponse des cellules 
bipolaires associées aux cônes. Les tracés montrent l’amplitude des deux ondes en 
fonction du log de la luminance du flash lumineux. (B) Électrorétinogramme en 
condition scotopique. L'amplitude de l'onde a correspond à la réponse des bâtonnets. 
L'amplitude de l'onde b correspond à la réponse des cellules bipolaires associées aux 
bâtonnets. Les tracés montrent l’amplitude des deux ondes en fonction du log de la 
luminance du flash lumineux. (WT n=4, Bmi1-/- n=3, *P<0,05).  
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1.3. Les cônes présentent des signes de mort cellulaire. 
 
 Nous avons ensuite voulu analyser l'ultrastructure des photorécepteurs afin de 

détecter d'éventuelles anomalies structurelles. Pour ce faire, nous avons observé  

différents échantillons au microscope électronique à transmission et avons concentré nos 

observations sur la structure des corps cellulaires retrouvés dans la ONL. Nous avons 

observé que les cônes Bmi1-/- présentaient une compaction de la chromatine et une 

contraction de la membrane nucléaire (Figure 12, flèches blanches). La formation de 

corps apoptotiques dans certains cônes a aussi été observée (Figure 12, flèches noires). 

Ces résultats suggèrent fortement que le processus d'apoptose a été enclenché dans ces 

cellules. Les corps cellulaires des bâtonnets ne présentent, quant à eux, aucun signe de 

mort cellulaire (Figure 12, flèches grises). L'analyse de l'ultrastructure des segments 

internes et externes des photorécepteurs n'a permis de déceler aucune anomalie (Figure 

12, image en bas à gauche et en bas au centre). 

1.4. Dégénérescence progressive des cônes Bmi1-/-. 
	  
 Afin de déterminer si la réduction du nombre de cônes observée à 30 jours était 

causée par une dégénérescence progressive de ces cellules, nous avons analysé le 

phénotype des cônes dans des souris de 5 mois. Par contre, puisque l'unique déficience 

en Bmi1 cause la mort prématurée des souris vers l'âge d'un mois, nous avons choisi 

d'utiliser des souris Bmi1-/-Chk2-/-. En effet, une étude publiée en 2009 a révélée que la 

co-délétion de Chk2 dans les souris  Bmi1-/- permettait de restaurer partiellement de 

multiples anomalies normalement présentes chez les mutants Bmi1, dont la taille de 

l'animal, l'anomalie de développement cérébral et la durée de vie [63]. Des rétines de 

souris Bmi1-/-Chk2-/- de 30 jours et de 150 jours ont donc été soumis à une analyse par 

immunohistochimie, avec un anticorps pour la S-Opsine, afin de vérifier l'évolution du 

phénotype des cônes entre ces deux temps. Les résultats de cette analyse ont révélé une 

détérioration significative du phénotype et une réduction d'environ 45% du nombre de 

cônes entre 30 jours et 150 jours de vie (Figure 13).  Ces observations suggèrent donc 

qu'une dégénérescence progressive des cônes au cours du vieillissement de la souris 

Bmi1-/- serait la cause des anomalies observées. 
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Figure 12. Les cônes présentent des signes de mort cellulaire. 

Microscopie électronique à transmission de rétines de souris à 30 jours. Les flèches 
grises indiquent des corps cellulaires de photorécepteurs de type bâtonnet d'apparence 
normale dans les deux génotypes. Les flèches blanches indiquent des photorécepteurs de 
types cônes qui montrent des signes de mort cellulaire chez les souris Bmi1-/-. Notez la 
compaction de la chromatine et la contraction de la membrane nucléaire. Les images de 
droites sont prises à fort grossissement et permettent de voir la formation de corps 
apoptotiques (flèches noires). IS : inner segment. OS: outer segment. ONL: outer nuclear 
layer. RPE: retinal pigment epithelium. 

 

 1.5. Bmi1 est exprimé de façon prédominante dans les photorécepteurs de type 
cône. 

 
 Nos résultats suggérant que la déficience pour Bmi1 affecte uniquement les 

cônes, nous avons voulu vérifier si son niveau d'expression diffère entre les bâtonnets et 

les cônes.  Une expression plus élevée de Bmi1 dans les cônes pourrait suggérer un rôle 

potentiellement plus important dans ce type de photorécepteurs et expliquerait que la 
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morphologie et la fonction des bâtonnets ne soient que peu ou pas altérées. Puisqu'aucun 

anticorps contre un marqueur nucléaire de cônes matures n'est disponible, il était 

impossible d'effectuer une expérience de co-localisation permettant de vérifier 

directement l'expression de Bmi1 dans les cônes.  Ainsi,  nous avons décidé de comparer 

l'expression de Bmi1 dans la ONL entre des rétines de souris WT et des rétines de souris 

NRL -/-.  Le gène NRL régule la transcription de nombreux gènes essentiels au 

développement des bâtonnets. Une déficience en NRL résulte en l'absence complète de 

bâtonnets dans la rétine. La totalité des photorécepteurs générés lors du développement 

rétinien sont des cônes [68].  Des rétines WT et NRL-/- ont donc été soumises à un 

marquage par immunofluorescence avec des anticorps contre Bmi1 et la S-Opsine. Les 

résultats révèlent que Bmi1 n'est pas exprimé de façon uniforme dans toute la couche de 

photorécepteurs chez la souris WT. Un petit nombre de photorécepteurs montrent un 

niveau d'expression plus élevé (Figure 14, exemples indiqués par les flèches blanches). 

Les photorécepteurs de la rétine NRL-/-, quant à eux, semblent exprimer fortement Bmi1 

de façon uniforme (Figure 14). En comparant, l'expression de Bmi1 dans les 

photorécepteurs des rétines WT et NRL-/-, nous observons que les niveaux d'expression 

de certaines cellules, dont 3 sont indiquées par les flèches blanches, sont similaires aux 

niveaux d'expression des photorécepteurs NRL-/-. Puisque les photorécepteurs de rétines 

NRL-/- sont uniquement des cônes et que, dans une rétine WT, les cônes ne représentent 

qu'une faible proportion des photorécepteurs, ces résultats suggèrent fortement que les 

cellules entre autre indiquées par les flèches blanches dans la Figure 14 sont des cônes. 

De constat, cette expérience révèle que Bmi1 semble être exprimé de façon 

prédominante dans les photorécepteurs de type cônes.  
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Figure 13. Dégénérescence progressive des cônes Bmi1-/-. 

 (A) Coupes de rétines de souris de 30 jours et de 150 jours marquées par 
immunohistochimie avec un anticorps contre la S-opsine. Les lames ont été contre-
colorées à l'hématoxyline. Les cadres blancs indiquent la région agrandie dans l'image 
de droite. S : segment. ONL: outer nuclear layer. INL: inner nuclear layer. Barre 
d'échelle: 50 µm. (B) Quantification des S-cônes par champ. Pour chaque échantillon, un 
champ au niveau de la rétine centrale a été quantifié. Les résultats sont présentés comme 
moyenne des échantillons + erreur standard. (30 jours n=4, 150 jours n=2, *P<0,05). 
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1.6. Les cônes déficients pour Bmi1 meurent in vitro. 
 

 Un phénotype cellule-autonome est un phénotype présent uniquement dans les 

cellules mutantes pour un gène ou plusieurs gènes donnés. En contrepartie, un 

phénotype qui n'est pas cellule-autonome en est un où les cellules ayant un génotype 

mutant entrainent les autres cellules, peu importe leur génotype, à développer un 

phénotype mutant. Afin de déterminer si le phénotype de dégénérescence des cônes 

Bmi1-/- est cellule-autonome, nous avons procédé à la mise en culture de cellules de 

rétines dissociées. Il a été démontré que les bâtonnets sécrètent certains facteurs, comme 

le rod-derived cone viability factor (RdCVF), qui promeut la viabilité des cônes. 

L'absence de ce facteur peut entrainer la mort des cônes de façon indirecte [69]. Par 

ailleurs, les cellules du RPE sont aussi capables de sécréter des facteurs de croissance 

qui contribuent au maintien de l'intégrité structurelle des photorécepteurs [70]. La 

dissection et la dissociation de la rétine permet de retirer l'épithélium pigmenté et 

empêche le contact direct entre les cellules. De plus, les facteurs sécrétés sont 

considérablement dilués dans le milieu de culture de sorte que leur contribution devient 

négligeable. La mise en culture des cellules permet donc d'exclure la possibilité que le 

phénotype observé soit causé par des modifications des facteurs sécrétés par les autres 

types cellulaires dans l'environnement des cônes in vivo. Des souris WT et Bmi1-/- ont  

été sacrifiées à p5, les rétines ont été dissociées par réaction enzymatique et mise en 

culture. Des analyses par immunofluorescence ont permis de vérifier l'évolution du 

phénotype in vitro. Tout d'abord, nous avons confirmé l'absence d'expression de Bmi1 

dans les cônes Bmi1-/- en culture depuis 4 jours  (Figure 15A). Ensuite, la quantification 

du nombre de cônes à 3 temps donnés a permis de comparer le taux de survie des cônes 

WT des cônes déficients pour Bmi1. Les analyses statistiques révèlent que les cônes 

Bmi1-/- sont  significativement (p<0,01) moins nombreux après 12 jours en culture 

qu'après 4 jours. Cette différence est aussi significative (p<0,05) pour les cônes WT 

(Figure 15B). Le stress engendré par la mise en culture des cellules peut expliquer la 

diminution du nombre de cônes WT entre 4 et 12 jours. En effet, la mise en culture de 

cellules engendre un stress oxydatif considérable qui pourrait avoir un impact sur la 

viabilité des cellules WT [71]. Par contre, le même stress est imposé aux cellules Bmi1-/- 



	  

	   40	  

et peut donc être négligé lors de l'analyse des résultats.  Après 8 jours en culture, le 

pourcentage de cônes Bmi1-/- restants est significativement moins élevé (p<0,05) que le 

nombre de cônes WT (Figure 15B).  Finalement, après 12 jours en culture, ce nombre 

est encore moins élevé et l'écart est toujours significatif (p<0,01) (Figure 15B). Ces 

résultats suggèrent donc que le phénotype de dégénérescence des cônes observé in vivo 

est cellule-autonome.  

 

 

Figure 14. Bmi1 est exprimé de façon prédominante dans les photorécepteurs de 
type cône. 

Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées par immunofluorescence avec des 
anticorps contre Bmi1 et la S-opsine. Les flèches blanches indiquent  trois exemples de 
photorécepteurs qui expriment plus fortement Bmi1. Notez l'expression uniforme de 
Bmi1 dans les cônes NRL-/-. S : segment. ONL: outer nuclear layer. INL: inner nuclear 
layer. Barre d'échelle : 50 µm. 
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Figure 15. Les cônes déficients pour Bmi1 meurent in vitro. 

 (A) Culture de cellules de rétines à 4 jours. Les lames ont été fixées puis marquées par 
immunofluorescence avec des anticorps contre Bmi1 et la S-opsine ainsi qu'avec DAPI 
pour colorer les noyaux. Les flèches grises indiquent les S-cônes. Le reste du marquage 
rouge est de l'auto-fluorescence. Les cadres blancs indiquent la région agrandie dans 
l'image sous-jacente. Notez que les cônes Bmi1-/- n'expriment pas Bmi1 contrairement 
aux cônes WT (flèches blanches). La dernière colonne est une fusion des 2 photos 
précédentes et de celle obtenue avec DAPI. (B) Graphique représentant l'évolution de la 
mort des cônes en culture. Pour chaque échantillon, le nombre de cônes et le nombre de 
cellules totales ont été quantifiés dans 4 champs différents. Le pourcentage de cônes 
pour chaque champ a été calculé et la moyenne pour chaque génotype a été déduite. Le 
pourcentage du nombre de cônes initial des échantillons WT à 4 jours a été normalisé à 
100% et les autres valeurs ont été calculées en conséquence. Les résultats sont présentés 
en pourcentage du nombre initial de cônes + erreur standard.  (WT n=4, Bmi1-/- n=5, 
*P<0,05, **P<0,01). 
 

2. Déterminer le mécanisme moléculaire, régulé par Bmi1, qui est impliqué 
dans le développement et la survie des photorécepteurs.   
 

2.1. La co-délétion de Chk2 engendre une restauration partielle du phénotype.  
  

 Afin de déterminer le mécanisme moléculaire impliqué dans la dégénérescence 

des cônes, nous avons effectué des expériences de génétique inverse. Nous avons ciblé 

plusieurs composantes de voies de signalisation connues pour être régulées par Bmi1: le 

locus Ink4a/Arf, codant pour les protéines p16ink4a et p19arf et directement contrôlé par 

Bmi1, ainsi que le gène Chk2, impliqué dans la réponse aux dommages à l'ADN et dont 

la co-délétion restaure plusieurs phénotypes des souris Bmi1-/-. L'analyse de la 

morphologie des cônes dans les souris Bmi1-/-p16p19-/-, Bmi1-/-p19-/- et Bmi1-/-Chk2-/-  

n'a révéler aucune amélioration du phénotype observé (Figure 16A). Par contre, les 

souris Bmi1-/-p16p19-/- et Bmi1-/-p19-/- présentent une légère augmentation du nombre de 

cônes qui est, cependant, non-significative. Cette augmentation est similaire entre les 

souris Bmi1-/-p16p19-/- et Bmi1-/-p19-/-, signifiant que seul le gène p19arf est légèrement 

impliqué dans la mort des cônes. Par ailleurs, une augmentation significative du nombre 

de cônes a été observée dans les rétines Bmi1-/-Chk2-/- comparativement aux rétines 

Bmi1-/- (Figure 16B). Ces résultats confirment que la co-délétion de Chk2 permet de 
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restaurer partiellement le phénotype de dégénérescence des cônes. Considérant que les 

souris Bmi1-/-Chk2-/-  présentent aussi un phénotype de dégénérescence des cônes (Figure 

13), il est probable que la co-délétion de Chk2 permet de retarder la mort des cônes et 

donc que, pour le même âge, ces souris présentent plus de cônes que les souris Bmi1-/-. 

Ces résultats suggèrent que l'activation de Chk2 et de la réponse aux dommages à l'ADN 

joue un rôle important dans le processus observé de dégénérescence des cônes.  

 

2.2. Les rétines Bmi1-/-  présentent une augmentation des dommages oxydatifs à 
l'ADN.  
	   L'activation de Chk2 chez les mutants Bmi1 peut être causée par l'accumulation 

de dommages oxydatifs à l'ADN. Ces dommages sont causés par l'augmentation des 

niveaux de radicaux libres dans les cellules déficientes pour Bmi1 [63]. Afin de vérifier 

cette hypothèse, nous avons analysé les niveaux de dommages oxydatifs à l'ADN dans 

les rétines WT et Bmi1-/- par immunohistochimie. Nous avons examiné la présence de 8-

oxoguanine, une modification de l'ADN résultant de l'exposition aux radicaux libres. Les 

résultats montrent clairement une augmentation de la présence de 8-oxoguanine dans 

l'ensemble des types cellulaires de la rétine Bmi1-/-(Figure 17).  Ceci confirme qu'il y a 

augmentation du stress oxydatif dans les rétines Bmi1-/-.  
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Figure 16. La co-délétion de Chk2 engendre une restauration partielle du 
phénotype. 

 (A) Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées par immunohistochimie avec un 
anticorps contre la S-opsine. Les lames ont été contre-colorées à l'hématoxyline. Les 
cadres blancs indiquent la région agrandie dans l'image de droite. S: segment. ONL: 
outer nuclear layer. INL: inner nuclear layer. Barre d'échelle: 50 µm. (B) Quantification 
du nombre de S-cônes par champs. Pour chaque échantillon, un champ au niveau de la 
rétine centrale a été quantifié. Les résultats sont présentés en moyenne pour chaque 
génotype + erreur standard. (WT n=3, Bmi1-/- n=3, Bmi1-/-Chk2-/- n=4, Bmi1-/-p16p19-/- 
n=2, Bmi1-/-p19-/- n=3, *P<0,05).  

 

 
 Figure 17. Les rétines des souris Bmi1-/- et Bmi1-/-Chk2-/- présentent une 
augmentation des dommages oxydatifs à l'ADN. 

Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées par immunohistochimie avec un 
anticorps contre 8-oxoguanine. S: segment. ONL: outer nuclear layer. INL: inner nuclear 
layer. Barre d'échelle: 50 µm. 
 
 

2.3. La co-délétion de Chk2 ne permet pas de restaurer le niveau de dommages 
oxydatifs à l'ADN. 
 

 Selon notre hypothèse, l'augmentation des dommages oxydatifs à l'ADN 

engendrerait l'activation de la DDR. Dans ce contexte, la co-délétion de Chk2 ne 

permettrait pas de restaurer le niveau de dommages oxydatifs à l'ADN présent dans les 

rétines Bmi1-/-. Pour vérifier ce postulat, nous avons également analysé la présence de 8-
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oxoguanine à l'ADN dans les rétines Bmi1-/-Chk2-/-. Les résultats révèlent effectivement 

un niveau élevé de cette marque dans l'ensemble de la rétine (Figure 17). Ceci confirme 

que la co-délétion de Chk2, malgré qu'elle engendre un ralentissement de la 

dégénérescence des cônes, ne permet pas de restaurer les dommages oxydatifs à l'ADN. 

Il a déjà été démontré que certaines sources de stress oxydatif causent plus de dommages 

aux photorécepteurs de types cônes qu'aux autres types cellulaires de la rétine. Ces 

découvertes suggèrent que le système de défenses antioxydantes des cônes diffère de 

ceux présents chez les bâtonnets ou les autres cellules de la rétine [72]. Les cônes 

seraient donc plus sensibles à certains dommages oxydatifs, ce qui expliquerait que 

l'augmentation du stress oxydatif dans la rétine n'affecte que ceux-ci. Nos résultats 

suggèrent donc la possibilité que les dommages oxydatifs à l'ADN activent la DDR et 

mènent à la mort des cônes.  

 

2.4. Le profil d'expression des gènes dans les rétines Bmi1-/- suggère une activation 
de p53. 
 

 Les résultats publiés dans Chatoo et al., 2009, démontrent une fonction pro-

oxydante de p53 dans les neurones corticaux. En effet, p53 y réprime l'expression de 

plusieurs gènes antioxydants  résultant en l'augmentation de la présence de radicaux 

libres [60]. Nous avons voulu vérifier si l'activation de p53 pourrait être la cause de 

l'augmentation du stress oxydatif dans les rétines de souris Bmi1-/-. Pour ce faire, nous 

avons d'abord analysé l'expression de quelques gènes régulés  par p53 par PCR en temps 

réel. Les résultats préliminaires montrent une augmentation de l'expression des gènes 

pro-apoptotiques Apaf1 et Fas/CD95, deux gènes directement activés par p53 (Figure 

18, colonnes vertes). Ces résultats suggèrent donc l'activation de p53 dans les rétines 

Bmi1-/-.  
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Figure 18. Profil d'expression de gènes pro-, antioxydants et dépendants de p53 
dans les rétines Bmi1-/-. 

Les rétines de souris WT et Bmi1-/- ont été analysées par PCR en temps réel pour 
l'expression de gènes pro-, antioxydants et dépendants de p53. L'expression de Bmi1 a 
aussi été analysée comme contrôle. Les niveaux d'expression de la rétine Bmi1-/-  sont 
représentés par rapport au niveau d'expression dans la rétine WT. Les résultats sont 
présentés en moyenne des 2 échantillons + erreur standard. Vert = gènes dépendants de 
p53. Bleu = gènes pro-oxydants. Rouge = gènes antioxydants. (n=2). 
 
 

2.5. Le profil d'expression des gènes pro- et antioxydants dans les rétines Bmi1-/- 
révèle une tendance pro-oxydante.  
 

 Nous avons ensuite analysé l'expression de plusieurs gènes pro- et antioxydants. 

Les résultats préliminaires montrent une augmentation de l'expression des gènes  pro-
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oxydants Cyp241a et Duox2 chez les souris Bmi1-/- (Figure 18, colonnes bleues). Nous 

observons aussi une légère augmentation de l'expression des gènes antioxydants NQO1 

et GST-1α (Figure 18, colonnes rouges). Par contre, l'expression des gènes pro-oxydant 

LPO et antioxydant Sestrin-2 (SESN2) ne semble pas varier chez les souris Bmi1-/- 

(Figure 18). Ces résultats étant préliminaires, il est difficile de confirmer qu'une 

expression anormale des gènes pro- et antioxydants est à l'origine de l'augmentation du 

stress oxydatif dans les rétines. Par contre, l'augmentation importante de l'expression des 

gènes pro-oxydants observée sur ces 2 échantillons suggère une tendance pro-oxydante 

chez les souris Bmi1-/-. Nos analyses de PCR en temps réel suggèrent donc que 

l'activation de p53 dans les rétines Bmi1-/- pourrait résulter en une dérégulation de 

plusieurs gènes pro- et antioxydants. Cette dérégulation causerait l'augmentation du 

stress oxydatif dans les rétines et, ultimement, causerait la dégénérescence des cônes.  

 

2.6. La rétine Bmi1-/-p53-/- permet une restauration du niveau d'anion superoxyde.  
  
 Les résultats obtenus jusqu'à présent confirment une augmentation de la présence 

de dommages oxydatifs à l'ADN. Ces dommages sont normalement causés par les 

radicaux libres. Pour confirmer la présence de radicaux libres, nous avons utilisé l'agent 

MitoSoxRed qui réagit avec l'anion superoxyde O2
-  et génère de la fluorescence. L'anion 

superoxyde est un type de radicaux libres produit par la chaîne de transport des électrons 

de la mitochondrie [53]. Nous avons effectué cette expérience sur des souris WT, Bmi1-/-

p53+/- et Bmi1-/-p53-/- issue de la même portée. Aucune souris Bmi1-/-p53+/+ n'ayant été 

obtenu dans cette portée, nous avons utilisé la souris Bmi1-/-p53+/- comme contrôle 

positif. La perte d'un seul allèle de p53 n'étant pas une mutation dominante, le phénotype 

observé chez les souris Bmi1-/- ne devrait pas être complètement corrigé par cette 

mutation. Tel que montré dans le Figure 19, la souris Bmi1-/-p53+/- montre une 

importante augmentation du niveau d'anion superoxyde comparativement à la souris WT 

issue de la même portée. Ce résultat confirme l'augmentation de la concentration de 

radicaux libres dans les souris Bmi1-/-.  Par ailleurs, afin de vérifier si le gène p53 est 

responsable de cette augmentation des radicaux libres dans les rétines déficientes pour 

Bmi1, nous avons analysé la présence de l'anion superoxyde dans la rétine d'une souris 
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Bmi1-/-p53-/-. Le résultat révèle que la co-délétion de p53 permet de restaurer les niveaux 

d'anion superoxyde (Figure 19). L'activation de p53 dans les rétines déficientes pour 

Bmi1 est donc la cause principale de l'augmentation des radicaux libres. 
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Figure 19. La rétine Bmi1-/-p53-/- permet une restauration du niveau d'anion 
superoxyde. 

Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées avec l'agent MitoSoxRed qui émet de 
la fluorescence en contact avec l'anion superoxyde, un type de radicaux libres. S : 
segment. ONL: outer nuclear layer. Barre d'échelle: 50 µm.  
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Figure 20. La co-délétion de p53 permet la restauration du phénotype des cônes. 

Coupes de rétines de souris de 30 jours marquées par immunohistochimie avec des 
anticorps contre Bmi1 et la S-Opsine. S: Segment. ONL: outer nuclear layer. INL: inner 
nuclear layer. Barre d'échelle: 50 µm.	    



	  

	   52	  

2.7. La co-délétion de p53 permet la restauration du phénotype des cônes.  

 
	   Selon les résultats présentés jusqu'à présent, nous émettons l'hypothèse que le 

phénotype anormal des cônes serait causé par l'augmentation du stress oxydatif résultant 

des effets de l'activation de p53 chez les souris Bmi1-/-. Nous avons donc voulu vérifier 

le phénotype des cônes dans la rétine de souris Bmi1-/-p53-/-. D'abord, un marquage avec 

un anticorps contre Bmi1 a permis de confirmer les génotypes des souris (Figure 20). 

Puis, un marquage pour la S-Opsine a révélé que la co-délétion de p53 permettait 

d'améliorer considérablement la survie des cônes (Figure 20). Étant donné qu'une seule 

souris  Bmi1-/-p53-/- a été obtenue dans le laboratoire en plusieurs années, et que cet 

échantillon a été cryopréservé, la qualité de la coupe du tissu due à ces difficultés 

techniques ne permet pas d'observer précisément la morphologie des cônes. Par contre, 

les patrons d'expression de la S-Opsine des rétine de souris WT et Bmi1-/-p53-/- issues de 

la même portée sont très similaires ce qui suggère donc fortement que la co-délétion de 

p53 permet de restaurer le phénotype des cônes (Figure 20).   
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DISCUSSION 
	  

1. Bmi1 est essentiel à la survie des cônes. 
   

  Nous avons étudié le phénotype des photorécepteurs chez les souris Bmi1-/- afin 

de vérifier le rôle de ce gène Polycomb dans le développement et la survie de ces 

cellules. Ces souris présentent une dégénérescence progressive des photorécepteurs de 

types cônes uniquement, et nos résultats suggèrent que ce phénotype est cellule-

autonome. De plus, le gène Bmi1 semble être exprimé de façon prédominante dans ces 

cellules. Ceci confirme que Bmi1 est essentiel à la survie des cônes et suggère qu'il joue 

un rôle différent ou plus important dans ce type de photorécepteurs que dans les autres 

types de cellules de la rétine.    

 

2. Bmi1, le stress oxydatif et la dégénérescence des cônes. 
 

 Nous avons ensuite tenté de comprendre le mécanisme moléculaire que régule 

Bmi1 dans les cônes. Nos expériences de génétique inverse révèlent que la co-délétion 

du gène Chk2, faisant partie de la DDR et agissant comme point de contrôle du cycle 

cellulaire, permet de ralentir la dégénérescence des cônes et que les cellules de la rétine 

Bmi1-/-  présentent des dommages oxydatifs à l'ADN important (Figures 16-17). Ces 

résultats concordent avec la littérature actuelle. En effet, il est déjà connu que Bmi1 est 

un régulateur des défenses antioxydantes dans le cerveau et que son absence cause un 

vieillissement prématuré et la neurodégénérescence [60, 61, 65]. De plus, l'activation de 

la DDR dans certains types de cellules Bmi1-/- se fait via un mécanisme sensible au 

stress oxydatif et la co-délétion de Chk2 est reconnue comme permettant la restauration 

de nombreux phénotypes dont ceux associés à ce stress chez les souris Bmi1-/- [63]. La 

dégénérescence des cônes pourrait donc être causée par une augmentation du stress 

oxydatif et l'activation de la réponse aux dommages à l'ADN.  

 

 Par ailleurs, tel que mentionné précédemment, la co-délétion de Chk2 permet une 

restauration partielle du phénotype observé (Figure 16). Chk2 est un gène agissant 
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comme point de contrôle du cycle cellulaire [73]. Or, les photorécepteurs sont des 

neurones post-mitotiques et ne sont donc plus dans le cycle cellulaire. Ces résultats 

s'expliquent par le fait que l'accumulation de dommages à l'ADN peut stimuler l'entrée 

de neurones post-mitotiques dans le cycle cellulaire. L'activité du cycle cellulaire couplé 

à l'activation de la DDR peut potentiellement activer les points de contrôle, comme 

Chk2, et mener à la mort neuronale. Une activité aberrante du cycle cellulaire ainsi que 

des dommages à l'ADN sont fréquemment observés dans certaines maladies 

neurodégénératives, comme l'Alzheimer [74]. Dans le contexte de la dégénérescence des 

cônes, l'accumulation de dommages oxydatifs à l'ADN peut donc entrainer l'activation 

de la DDR, l'entrée dans le cycle cellulaire, l'activation de Chk2 et l'apoptose. La co-

délétion de Chk2 empêche l'entrée en apoptose contrôlée par la DDR et retarde ainsi la 

dégénérescence. Par contre, la co-délétion de Chk2 ne permet pas de rétablir le stress 

oxydatif, tel que montré dans la Figure 17. Une forte concentration de radicaux libres 

peut aussi causer la peroxydation des lipides et l'oxydation des acides aminés [53]. 

L'accumulation de ces dommages aux lipides et protéines peut induire l'activation des 

caspases et l'entrée en apoptose de la cellule via  différents autres mécanismes, comme 

l'apoptose induite par la perméabilisation de la membrane lysosomale [75, 76].   Les 

cônes Bmi1-/-Chk2-/- vont donc éventuellement mourir de ces dommages. Ceci explique 

pourquoi la co-délétion de Chk2 permet uniquement un ralentissement de la 

dégénérescence et une restauration partielle du phénotype.    

 

 Par ailleurs, les dommages oxydatifs à l'ADN sont présents dans tous les types 

cellulaires de la rétine (Figure 17). Par contre, seule la mort des photorécepteurs de type 

cônes est observée dans les rétines Bmi1-/- (Figure 9-10). Plusieurs études démontrent 

que les cônes sont plus sensibles au stress oxydatif et que leur mort, dans le contexte de 

maladie comme la rétinite pigmentaire, pourrait être prévenue par un traitement 

antioxydant [72, 77, 78]. Une plus grande sensibilité des cônes au stress oxydatif 

expliquerait pourquoi seul ce type cellulaire est affecté par l'accumulation de ROS dans 

la rétine. Ceci expliquerait aussi l'accélération du phénotype de dégénérescence des 

cônes Bmi1-/-  et la mort des cônes WT lorsque ces cellules sont cultivées in vitro (Figure 

15). En effet, il a été démontré que la mise en culture peut engendrer une augmentation 
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du stress oxydatif [71]. De plus, l'expression prédominante de Bmi1 dans ce type 

cellulaire pourrait s'expliquer par sa fonction antioxydante et protectrice des neurones 

[61]. Les cônes, plus sensibles au stress oxydatif, nécessiteraient une plus grande 

protection contre les radicaux libres.  Par contre, nos résultats actuels ne permettent pas 

de confirmer que l'augmentation du stress oxydatif est responsable de la mort des cônes. 

D'autres expériences seront nécessaires pour démontrer ce lien. 

 

3. Bmi1, la voie moléculaire p19Arf/p53 et le stress oxydatif 
 

 Dans les neurones corticaux Bmi1-/-, l'activation de p53 via p19arf engendre la 

répression de nombreux gènes antioxydants et résulte en une augmentation du stress 

oxydatif [60]. Les résultats préliminaires de PCR en temps réel suggèrent une activation 

de p53. Par contre, les gènes antioxydants ne semblent pas être réprimés. Ce sont plutôt 

les gènes pro-oxydants analysés qui semblent être surexprimés (Figure 18). Par ailleurs, 

une légère amélioration du nombre de cônes est notée dans les souris Bmi1-/-p19-/- et 

Bmi1-/-p16p19-/-(Figure 16), suggérant une implication partielle de p19arf dans le 

dégénérescence des cônes. De plus, nous avons montré que l'augmentation accrue de la 

présence de l'anion superoxyde dans la rétine Bmi1-/-p53+/- est restaurée par la co-

délétion de p53.  Finalement, nos résultats préliminaires suggèrent aussi fortement que 

cette même co-délétion permet de restaurer le phénotype des cônes. Ces résultats 

suggèrent donc un mécanisme moléculaire impliquant, entre autre, p19arf,  résultant en 

l'activation de p53, l'augmentation du stress oxydatif et la mort des cônes. Il est possible 

que l'activation de p53, de façon partiellement dépendante de p19arf, permette 

l'activation de l'expression de gènes pro-oxydants dans les neurones rétiniens. Par 

ailleurs, il est important de mentionner que ces derniers résultats sont encore 

préliminaires et qu'un plus grand échantillonnage permettrait de confirmer  le 

mécanisme moléculaire en question.   
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Figure 21. Modèle de la fonction de Bmi1 dans les cellules de la rétine.  

Bmi1 inhibe p53 par l'intermédiaire de p19arf et d'un autre mécanisme inconnu. p53 a 
une action pro-oxydante dans la rétine. Les radicaux libres (ROS) engendrent des 
dommages à l'ADN, la peroxydation des lipides et l'oxydation des acides aminés. Il y a 
activation de la réponse aux dommages à l'ADN (DDR) et accumulation de dommages 
oxydatifs aux lipides et protéines, ce qui résulte en l'activation du processus d'apoptose.  
 

4. Modèle de mécanisme moléculaire régulé par Bmi1 dans la rétine. 
 

 Cette étude nous permet de suggérer un modèle de mécanisme moléculaire 

régulé par Bmi1 dans la rétine (Figure 21). Selon ce mécanisme, Bmi1 agirait comme 

antioxydant et protecteur des cellules de la rétine en régulant indirectement, par 

l'intermédiaire de p19arf et d'un mécanisme inconnu, la fonction pro-oxydante de p53. 
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En absence de Bmi1, l'accumulation de radicaux libres engendre des dommages à 

l'ADN, aux protéines et aux lipides. Il y aura activation de la réponse aux dommages à 

l'ADN dans les photorécepteurs de types cônes uniquement puisque ces cellules sont 

plus sensibles au stress oxydatif. La DDR va ensuite stimuler l'apoptose des cônes. 

D'autre part, les dommages oxydatifs aux lipides et aux protéines enclencheront aussi le 

processus d'apoptose des cônes. Par ailleurs, de plus amples investigations seront 

nécessaires afin de confirmer ce modèle, puisque les résultats montrant que la co-

délétion de p53 permet une restauration de la dégénérescence des cônes ne sont que 

préliminaires et qu'aucune des expériences effectuées ne permet de conclure que 

l'augmentation des radicaux libres est la cause de la mort des cônes.  

 

 Cette étude devrait nous permettre de mieux comprendre la fonction des gènes 

Polycomb dans la rétinogenèse et la survie des photorécepteurs chez la souris. De plus, 

dans le contexte de la santé humaine, il existe plusieurs maladies dégénératives des 

cônes, comme la dégénérescence maculaire. Les causes de ces maladies sont encore peu 

connues. Une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires permettant la 

survie des cônes permettra éventuellement l'identification de facteurs contribuant à leur 

maintient, comme la régulation des radicaux libres. Cette étude pourrait ainsi avoir un 

impact sur le développement de nouvelles innovations dans le traitement des maladies 

dégénératives liées aux cônes.  
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PERSPECTIVES 
 
 Les résultats de l'étude sur le rôle du gène Polycomb Bmi1 dans le 

développement et la survie des photorécepteurs permettent de confirmer que Bmi1 est 

essentiel à la survie des cônes. Nos résultats montrent, de plus, que Bmi1 joue un rôle 

dans la régulation du métabolisme des radicaux libres dans les cellules de la rétine. Par 

contre, d'autres investigations seront nécessaires afin de confirmer que cette fonction est 

primordiale dans les cônes et que l'accumulation de radicaux libres est la cause de la 

dégénérescence de ces cellules en absence de Bmi1.  

 

 Tout d'abord, afin de confirmer l'augmentation de la concentration de tous les 

types de radicaux libres dans les cellules de la rétine, il serait intéressant de mesurer les 

niveaux de ROS dans un extrait de rétine Bmi1-/- à l'aide dichlorodihydrofluoresceine 

diacétate (DCF- DA). De plus, selon plusieurs études, le traitement avec un antioxydant, 

comme le N-acétylcystéine, permet de prévenir la mort des cônes dans le contexte de la 

rétinite pigmentaire [77, 78]. Il serait intéressant de traiter les cultures primaires de 

cellules de rétine avec le N-acétylcystéine afin de vérifier si le traitement permet 

d'empêcher le dégénérescence des cônes Bmi1-/-. L'injection de ce même produit in vivo 

au niveau du vitré de la souris pendant un certain temps et l'analyse de ces rétines par 

immunohistochimie permettrait aussi de vérifier le rôle des radicaux libres dans la mort 

des cônes. Ces expériences permettraient de confirmer l'implication du stress oxydatif 

dans la dégénérescence des photorécepteurs de types cônes. 

 Par ailleurs, la co-délétion de Chk2 permet de ralentir le processus de 

dégénérescence. Pour confirmer l'activation de la DDR dans les cônes, nous avons tenté 

de marquer les rétines Bmi1-/- avec un anticorps contre plusieurs membres activés de la 

réponse aux dommages à l'ADN comme Chk2-p, ATM-p et ATR-p. Le niveau 

d'activation de la DDR et la très faible proportion de cônes dans la rétine semblent être 

des obstacles à la détection. Afin de valider l'activation de la DDR dans les cônes, nous 

suggérons de d'abord trier les cellules de la rétine par cytométrie en flux (FACS) à l'aide 

du marqueur de cônes peanut agglutinin (PNA). Ensuite, une expérience 
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d'immunobuvardage de types Western contre les différents membres activés de la DDR 

sur un lysat de cônes uniquement permettrait d'augmenter les chances de détection. 

Finalement, l'utilisation d'un inhibiteur de Chk2-p dans les cultures primaires de cellules 

de rétines pourrait permettre de confirmer le ralentissement de la dégénérescence des 

cônes.  

 

 Finalement, dans le but de confirmer les résultats préliminaires obtenus sur la 

rétine Bmi1-/-p53-/-, il serait important d'augmenter le nombre d'échantillons analysés. 

Par contre, les maintes tentatives dans notre laboratoire ont révélé la létalité synthétique 

de cette co-délétion et un seul échantillon a été obtenu en plusieurs années. Ainsi, il 

serait nécessaire d'effectuer des cultures de cellules rétiniennes à partir de rétine 

embryonnaire Bmi1-/-p53-/-, tel que présenté dans Chatoo et al., 2009. À partir de ces 

cultures, nous pourrions mesurer les niveaux de radicaux libres, vérifier les dommages 

oxydatifs à l'ADN et observer l'évolution de la dégénérescence des cônes. En comparant 

les résultats obtenus des cellules Bmi1-/-p53-/- aux cellules  Bmi1-/-,  nous pourrions 

confirmer l'implication de p53 dans le phénotype de dégénérescence des cônes et la 

régulation du stress oxydatif dans la rétine.  
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CONCLUSION 
 
 Le gène Polycomb Bmi1 est essentiel à l'auto-renouvellement de la plupart des 

progéniteurs rétiniens immatures et au développement post-natal de la rétine [64]. De 

plus, Bmi1 joue un rôle important dans le régulation des défenses antioxydantes des 

neurones corticaux et son absence cause un vieillissement prématuré du cerveau et 

l'apparition de signes de neurodégénérescence [60, 61, 65]. Nos résultats montrent que 

Bmi1 est essentiel à la survie des photorécepteurs de types cônes et que son absence 

résulte en une dégénérescence progressive de ce type cellulaire. Les autres types 

cellulaires de la rétine ne sont pas affectés par la mutation. Nos résultats révèlent aussi 

que Bmi1 jouerait un rôle dans la régulation des défenses antioxydantes dans les cellules 

de la rétine et que cette fonction implique la répression du gène suppresseur de tumeur 

p53. Nos résultats suggèrent aussi fortement que le phénotype de dégénérescence des 

cônes serait causé par l'activation de p53. D'autres expériences seront nécessaires afin de 

confirmer le rôle du stress oxydatif dans le mort des cônes. Cette étude devrait nous 

permettre de mieux comprendre la fonction des gènes Polycomb dans la rétinogenèse et 

la survie des photorécepteurs chez la souris et pourrait contribuer à l'innovation de 

nouveaux traitements des maladies dégénératives des cônes.  
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