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Résumé

Le noyau paraventriculaire (PVN) de l'hypothalamus régule une série de
phénomeénes physiologiques incluant I'équilibre énergétique et la pression artérielle.
Nous avons identifi¢ une cascade de facteurs de transcription qui contrdle le
développement du PVN. SIM1 et OTP agissent en parallele pour contrdler la
différenciation d'au moins cinq types de neurones identifiables par la production
d'OT, AVP, CRH, SS et TRH. Ces Facteurs de transcriptions controlent le
développement des lignées CRH, AVP et OT en maintenant 1'expression de Brn2 qui
a son tour est nécessaire pour la différenciation terminale de ces neurones. L'analyse
du transcriptome du PVN nous a permis d'identifier plusieurs génes qui ont le
potentiel de controler le développement du PVN. Nous voulons développer un
paradigme de perte de fonction qui permettrait 1'étude de ces génes candidats sur une
grande échelle. Le but de ce projet est de caractériser le PVN en développement de
'amphibien en vue de l'utilisation de ce modele pour des études fonctionnelles.

Nous avons cloné des fragments de cDNA de Siml, OTP, Brn2, Sim2, CRH,
Ot, AVP et TRH a partir de ' ARN total de Xenopus Laevis. Nous avons adapté notre
technique d'hybridation in sifu pour caractériser l'expression de ces geénes chez
'amphibien aux stades 33-39, 44, 51, 54, 60, et chez I'adulte. Résultats. Les Facteurs
de transcription Siml, OTP, et Brn2 commencent a étre exprimés dans le PVN
prospectif au stade 33. L'expression des marqueurs de différenciation terminale
devient détectable entre les stades 37 et 39. De facon intéressante, le PVN occupe

initialement un domaine de forme globulaire puis a partir du stade 44 s'allonge le long



v

de I’axe dorso-ventral. Cet allongement se traduit par une organisation en colonnes
des cellules du PVN que nous n'avons pas observée chez les rongeurs.

Le développement du PVN est conservé chez 'amphibien dans la mesure ou
la relation entre l'expression des facteurs de transcription et des marqueurs de
différenciation terminale est conservée. Il existe par ailleurs des différences entre la
topographie des PVN des mammiféres et de I'amphibien. L'organisation en colonnes
de cellules pourrait correspondre a des mouvements de migration tangentielle. Nous
sommes maintenant en mesure de tester la fonction des facteurs de transcription dans

le PVN par l'approche d'invalidation par morpholinos.

Mots clés : Xenopus laevis, hypothalamus, noyau paraventriculaire, morpholino,

facteurs de transcription, différentiacion terminale, Trh, Crh, Avp, Sim1, Otp, Brn2.



Abstract

The paraventricular nucleus PVN of the hypothalamus regulates a series of
physiological phenomena including the maintenance of energetic balance and arterial
blood pressure. We have previously identified a cascade of transcription factors that
control the development of the PVN. Siml and OTP act in concert to mediate the
terminal differentiation of at least five types of neurons identifiable by their
production of OT, AVP, CRH, SS and TRH. These transcription factors control the
development of the OT, AVP and CRH producing neurons by maintaining the
expression of Brn2, which is in turn required for the terminal differentiation of these
cell lines. The transcriptome analysis of the PVN allowed us to identify a handful of
genes that are potentially implicated in the development of this brain structure. Our
goal is to develop a loss of function paradigm that would allow a high troughput
study of these candidate genes. The main goal of this project is to characterize the
developing PVN in the amphibian in order to use this model in our functional studies
of these genes.

We have cloned fragments of cDNA of Sim1, OTP, Brn2, Sim2, CRH, TRH,
AVP and OT using Xenopus laevis total RNA. We have also adapted our in situ
hybridization technique to characterize the expression of these genes in stage 33-39,
44, 51, 54, 60 and adult amphibian brain.

Sim1, OTP and Brn2 are expressed in the prospective PVN as soon as stage
33. The expression of the terminal differentiation markers become detectable between

stages 37-39. Interestingly, the PVN is initially restricted to a more globular domain
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and begins to extend along the dorso-ventral axis at around stage 44. This vertical
extension translates into a column organization that we do not observe in rodents.

The development of the PVN is well conserved in the amphibian in the sense
that the relation between the expression of the different transcription factors and the
terminal differentiation markers is conserved. We can also observe some
topographical differences between the mammalian and amphibian PVN. The column
organization the different PVN cell types might correspond to the tangential
migration that is observed in the mouse. We are now well equipped to test the
function in the PVN of the known transcripton factors as well as the candidate genes

previously identified in our lab using a morpholino-mediated gene knock down.

Keywords : Xenopus laevis, hypothalamus, paraventricular nucleus, morpholino,

transcription factors, terminal differentiation, Trh, Crh, Avp, Sim1, Otp, Brn2.
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Chapitre I : Introduction

Section 1 : Anatomie/Physiologie

1 Hypothalamus

1.1 Généralités

L’hypothalamus est une région du cerveau qui est présente chez tous les
vertébrés. Cette structure intégre des signaux en provenance d’autres régions du
cerveau, et de la périphérie pour maintenir I’homéostasie en controlant, entre autres,
I’équilibre énergétique, la pression sanguine, la réponse au stress ainsi que plusieurs
aspects de la reproduction (Swanson and Sawchenko, 1983; Saper, 2002; Caqueret,

Yang et al., 2005; Morton, Cummings et al., 2006).

2 Noyaux

L’hypothalamus peut étre divisé en trois régions principales le long de ’axe
médio-latéral, soit la région périventriculaire, médiale et latérale et est composé d’une
douzaine de petits noyaux, dont le PVN, le noyau supra-optique (SON), 1’aire latérale
de I’hypothalamus (ALH) et le noyau arqué (ARC) (Figure I-1). Plusieurs études ont

permis d’associer une panoplie de fonctions a ces différents noyaux de



I’hypothalamus. De plus, ces noyaux semblent former des connexions avec d’autres

régions du cerveau et de I’hypothalamus.

LHA

e

Figure I-1. Différents noyaux de I’hypothalamus antérieur. L hypothalamus antérieur
est composé de plusieurs noyaux séparés par des régions moins bien définies, figurent
ici quatre noyaux disposés autour du troisieme ventricule. PVN: noyau
paraventriculaire, LHA : aire latérale de I’hypothalamus, SON : noyau supraoptique,
ARC : noyau arqué, ME : éminence médiane, 3°v : troisiéme ventricule, D : dorsal,

P : postérieur, L : latéral.



2.1 Noyau paraventriculaire

Le PVN borde le troisieme ventricule. Cette structure de 1’hypothalamus
antérieur est impliquée dans 1’équilibre énergétique, le controle de la prise alimentaire
et la régulation de la pression artérielle (Michaud, Boucher et al., 2001; Chen and

Pan, 2006).

2.1.1 Afférences

Pour exercer son role de régulation, le PVN intégre plusieurs signaux
provenant de divers noyaux et régions du systéme nerveux central (SNC). Le PVN
recoit des projections provenant de I’ARC qui participent a un circuit régulant le
métabolisme énergétique et la prise alimentaire en réponse a la leptine (Pickavance,
Dryden et al., 1996; Legradi and Lechan, 1999). Des projections venant d’un autre
noyau hypothalamique, le SCN, innervent aussi le PVN (Watts, Swanson et al., 1987;
Kalsbeek, La Fleur et al., 2004). Le PVN recoit aussi des projections venant de
I’hippocampe, ces neurones ont un effet inhibiteur sur 1’expression de 1’hormone de
relache de la corticotropine (CRH), des récepteurs des minéralocorticoides et du
récepteur des glucocorticoides (Han, Ozawa et al., 2007). Des évidences lient aussi
les neurones noradrénergiques du tronc cérébral ainsi que le cervelet au PVN

(Cunningham and Sawchenko, 1988; Wen, Zhu et al., 2004).

2.1.2 Projections
Le PVN comprend principalement trois types de neurones. Les neurones

magnocellulaires (MCN) projettent leur axone a I’hypophyse postérieure ou ils



sécretent soit I’ocytocine (OT) ou la vasopressine (AVP) dans la circulation générale.
Le noyau supra-optique, qui est formé par la migration latérale d’un contingent de
neurones a partir du PVN prospectif, est principalement composé de MCN. Les
neurones parvocellulaires (PCN) hypophysiotrophiques du PVN projettent leurs
axones vers 1I’éminence médiane ou ils relachent la somatostatine (SS), ’hormone de
relache de la thyrotropine (TRH) et la CRH. Ces peptides sont acheminés par un
réseau vasculaire a I’hypophyse antérieure ou ils contrdlent la sécrétion de plusieurs
hormones dans la circulation générale. Finalement, certains PCN projettent leurs
axones vers des sites extra hypothalamiques comme le tronc cérébral et la moelle
épinicre, formant entre autres des synapses avec les neurones pré-ganglionnaires du

systéme nerveux autonomique (Figure I-2) (Ranson, Motawei et al., 1998).
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@ o

@ Neurones préganglionnaires du
@ systéme nerveux autonome

. neurones parvocellulaires

. neurones magnocellulaires

Figure I-2. Le PVN, ses types cellulaires et ses projections axonales. Le PVN est
composé¢ de deux populations neuronales majeures, les neurones magnocellulaires et
parvocellulaires, qui projettent leurs axones a I’hypophyse et au systéme nerveux

autonome (SNA). SON : noyau supraoptique, aPV : noyau périventriculaire antérieur.

2.2 Noyau arqué
Le noyau arqué est un noyau situ¢ a la base du troisieme ventricule de

I’hypothalamus. La barriére hémato-encéphalique qui recouvre I’ARC posséde des



propriétés particulieéres, permettant le passage ou le transport de certains effecteurs du
métabolisme périphérique. Par exemple, ce noyau pergoit des changements dans la
concentration de la leptine, une hormone peptidique synthétisée par les adipocytes,
ces signaux sont alors relayés au PVN par des neurones exprimant le neuropeptide-Y
pour y réguler la prise alimentaire (Figure 1-3) (Jhanwar-Uniyal, Beck et al., 1993).
La leptine a une action activatrice sur les neurones exprimant pro-opiomélanocortine
(POMC), produisent la MSH, un neurotransmetteur agissant le long d’une voie de la
satiété. Les neurones exprimant le neuropeptide-Y, qui ont un effet orexigeéne, sont
inhibés par ce méme peptide (Perello, Stuart et al., 2007; Kohno, Suyama et al.,
2008). La leptine est aussi capable d’augmenter les nivaux de thermogénése en
augmentant I’activité neuronale sympathique dans les tissus adipeux bruns. En effet,
des études sur ’ARC démontrent qu’une activation de ce noyau par des injections de
leptine contribue a augmenter [’activité neuronale sympathique dans les tissus
adipeux bruns ainsi que dans les reins. Ces mémes injections augmentent aussi la
pression artérielle dans ces tissus (Rahmouni and Morgan, 2007).

L’ARC, par I’intermédiaire de ses neurones sécrétant la Kisspeptine, est
impliqué dans la régulation des fonctions reproductrices. Ces neurones seraient
essentiels a la sécrétion oscillatoire de I’hormone lutéinisante par I’entremise de la

gonadotrophine (Li, Kinsey-Jones et al., 2009).
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Prise alimentaire
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Leptine

Figure I-3. Circuit neuronal de la régulation de la prise alimentaire. Les adipocytes
sécretent la leptine en réponse a une prise alimentaire, ces changements sont détectés
dans I’ARC et relayés au PVN. Le PVN achemine ces signaux via ses projections
axonales vers le noyau du tract solitaire (NST) pour réguler la prise alimentaire.

PVN : noyau paraventriculaire, ARC : noyau arqué, ME : éminence médiane.

2.3 Noyau supraoptique

Le SON est situé a la base du cerveau en position adjacente au chiasma
optique. C’est un noyau composé presque entierement de neurones magnocellulaires
produisant I’OT ou I’AVP. Ces neurones proviennent de la migration d’une partie des

MCN du noyau paraventriculaire (Xu and Fan, 2007). Ces neurones projettent



majoritairement leurs axones vers 1’hypophyse postérieure, mais une fraction d’entre
eux projettent a des sites dans le SNC (Inyushkin, Orlans et al., 2009). La sécrétion
de I’OT et de I’AVP dans I’hypophyse postérieure est assujettic aux mémes

mécanismes de régulation que ceux décrits pour le PVN.

2.4 Aire latérale de I’hypothalamus

L’aire latérale de I’hypothalamus est une région de I’hypothalamus qui s’étend
médialement du fornix a la limite latérale de 1’hypothalamus. L’aire latérale de
I’hypothalamus englobe le noyau tubéromamillaire, le noyau tubéral latéral et les
faisceaux médiaux du télencéphale (Figure I-4). L’ALH est associé a la régulation de
I’équilibre énergétique. L’ALH recoit des projections de neurones sensibles a la
leptine provenant de ’ARC. Ces neurones peuvent étre activés ou inhibés par la
leptine. (Elias, Aschkenasi et al., 1999). Il a aussi été démontré que les niveaux
d’orexine, un peptide impliqué dans la régulation de la prise alimentaire, sont
augmentés dans I’ALH en réponse a une hypoglycémie (Griffond, Risold et al.,
1999). L’ALH pourrait aussi étre impliqué dans le contréle de la soif par des
mécanismes indépendants de ceux en jeux pour la prise alimentaire (Yao, Gouraud et
al., 2005). Cette région de I’hypothalamus régulerait aussi certaines fonctions
sexuelles comme [’excitation sexuelle, 1’érection et I’intervalle post-&jaculatoire

(Lorrain, Matuszewich et al., 1997; Kippin, Sotiropoulos et al., 2004).



LHA

Figure I-4. Positionnement de 1’aire latérale de I’hypothalamus. L’emplacement de
I’ALH au sein de I’hypothalamus antérieur par rapport au PVN, SON et au fornix.
PVN : noyau paraventriculaire, LHA : aire latérale de 1’hypothalamus, SON : noyau

supraoptique.

3 Les neuropeptides

3.1 Ocytocine

L’OT joue un role dans plusieurs fonctions biologiques importantes comme la
parturition en provoquant ou en accélérant les contractions utérines (Russell, Leng et
al., 2003) et dans 1’¢jection du lait, stimulée par la succion du nourrisson lors de la

lactation (Young, Shepard et al., 1996). L’OT est aussi synthétisée dans certains
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neurones parvocellulaires du PVN. Ces PCN projettent leurs axones vers différents
sites intra et extra hypothalamiques du cerveau et de la moelle épiniére. L’ocytocine
produite par ces neurones agit en tant que neurotransmetteur plutét qu’en tant
qu’hormone endocrine. Des observations suggeérent que les PCN produisant
I’ocytocine peuvent &tre stimulés par le noyau arqué en réponse a la leptine. Ces
neurones pourraient inhiber la prise alimentaire via leurs projections au noyau de la
voie solitaire et au noyau dorsal moteur du nerf vague, situés dans le tronc cérébral
(Blevins, Schwartz et al., 2004). En effet, plusieurs études lient la déficience, ou une
mauvaise régulation de 1’ocytocine, a 1’obésité, qu’elle mette en jeu ou non une
hyperphagie (Kublaoui, Gemelli et al., 2008; Camerino, 2009).

Les neurones ocytocinergiques du PVN sont possiblement impliqués dans la
régulation de la nociception, ou la perception de la douleur. Certaines études ont
démontré I’existence d’un circuit neuronal liant les PCN ocytocinergiques aux cornes
dorsales de la moelle épinicre, centre souvent associé¢ a la douleur (Condes-Lara,
Rojas-Piloni et al., 2009). Ces mémes neurones sont impliqués dans I’inhibition de la
potentialisation a long terme des neurones nociceptif de la moelle épiniere, un
mécanisme qui serait associ¢ a la douleur chronique. Une stimulation électrique du
PVN ou une injection intrhathécale d’ocytocine a empéché de fagon transitoire la
potentialisation a long terme menant a une hyperactivation des neurones des cornes
dorsales (DeLaTorre, Rojas-Piloni et al., 2009).

Une autre fonction de 1’ocytocine en tant que neurotransmetteur est le controle
du comportement maternel et de I’attachement. C’est en agissant sur 1’aire tégmentale

ventrale, qui a son tour va réguler a la hausse les nivaux de dopamine dans le noyau
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accumbens, que I’OT exerce son contrdle sur 1’attachement maternel. Des rates ayant
un meilleur comportement maternel, caractérisé par plus de toilettage des ratons, ont
des niveaux d’ocytocine plus élevés dans le noyau paraventriculaire ainsi que plus de
projections de neurones positifs pour I’OT vers ’aire tégmentale ventrale (Shahrokh,
Zhang et al., 2010).

L’ocytocine est aussi fortement associée aux fonctions sexuelles des
mammiféres, que ce soit en tant que neurotransmetteur a des sites extra
hypothalamiques du cerveau et de la moelle épiniére, ou en tant qu’hormone

circulante. (Argiolas and Melis, 2004; Pfaus, 2009).

3.2 Vasopressine

La vasopressine, aussi connue comme 1’hormone antidiurétique, est une
hormone peptidique produite dans le PVN. Tout comme 1I’OT, elle est
majoritairement produite dans les MCN du SON et du PVN pour étre ensuite
acheminée et emmagasinée dans 1’hypophyse postérieure. Ce peptide est aussi
présent dans certains neurones parvocellulaires du PVN. L’AVP agit a plusieurs
niveaux dans les reins pour accroitre la perméabilité a I’eau des tubes collecteurs en
augmentant la quantité d’aquaporines exprimées a la membrane des cellules
¢pithéliales de ces tubes (Nielsen, Chou et al., 1995). Tout comme son nom semble
I’indiquer, la vasopressine a aussi un effet vasoconstricteur et contribue a maintenir
une bonne pression artérielle dans les cas d’hypovolémie et d’hypotension (Holmes,

Landry et al., 2004).
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L’AVP n’a pas uniquement une action périphérique. Elle est aussi relachée a
plusieurs sites intra et extra hypothalamiques pour moduler, entre autres, plusieurs
comportements sociaux. Plusieurs observations lient ’AVP aux comportements
agresseurs de certains rongeurs monogames aprés accouplement. Ces rongeurs
démontrent une activité accrue des neurones vasopressinergiques du PVN et d’autres
régions du cerveau (Gobrogge, Liu et al., 2007). Cette méme hormone joue aussi un
role important dans ’attachement. Certaines études démontrent que 1’attachement est
facilit¢ par des injections d’AVP intracérébroventriculaires et inhibé par un
antagoniste du récepteur AVPR1a (Winslow, Hastings et al., 1993).

D’autres fonctions peuvent étre associées a I’AVP comme la reconnaissance
sociale. Des souris dont le récepteur Avprla a été inactivé présentent des défauts de
reconnaissance sociale sans toutefois présenter des troubles olfactifs (Bielsky, Hu et
al., 2005). L’AVP pourrait aussi étre impliqué dans certains processus cognitifs
comme la mémoire, des rats naturellement haploinsuffisants en 4vp ont des déficits
de mémoire spatiale (Aarde and Jentsch, 2006). On observe le méme phénotype chez

des souris dont le récepteur AVPR 1a est inactivé (Egashira, Tanoue et al., 2004).

3.3 Hormone de relache de la thyrotropine

La TRH stimule la production et la relache de la thyrotropine (TSH) par les
cellules de I’hypophyse (Harris, Christianson et al., 1978). La TSH agit sur la glande
thyroide en stimulant la libération de I’hormone thyroidienne (HT). La TRH joue
donc un réle important dans le maintien et la régulation du métabolisme de base via

son action sur le systéme thyroidien. Des restrictions alimentaires entrainent une
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diminution des nivaux de T4 et Ts, soit ’HT et son métabolite actif. Cette diminution
est accompagnée par une baisse du métabolisme basal et des niveaux de TRH
hypothalamique. Une injection d’une faible dose de leptine restaure les niveaux
normaux de T4 et T3, ainsi que le métabolisme basal, a des niveaux normaux (Guo,
Bakal et al., 2004; Fekete, Singru et al., 2006). Ces données sont supportées par le
fait que les neurones a TRH du PVN sont innervés par certains neurones du noyau
arqué, un noyau majeur dans la détection des nivaux circulant de leptine (Legradi and
Lechan, 1998; Legradi and Lechan, 1999). Ces données suggérent un mécanisme de
conservation de 1’énergie en réponse a une faible disponibilité¢ de nourriture.

Toujours par son action sur 1’hormone thyroidienne, la TRH participe
activement a la régulation de la température corporelle, ou I’homéothermie. La TRH
agit par plusieurs voies pour activer différents processus thermogéniques. L’HT
active les processus de thermogénie obligatoire en stimulant la consommation d’ATP
et en réduisant I’efficacité énergétique de sa synthése. L’HT agit aussi sur des
processus facultatifs de génération de la chaleur comme le découplage de la
phosphorylation oxydative dans les tissus adipeux bruns (Silva, 2006).

La TRH n’est pas exclusivement une hormone, elle agit aussi comme
neurotransmetteur dans plusieurs régions du SNC. La TRH est impliquée dans les
processus d’excitation et contribue a promouvoir 1’état d’éveil par I’activation des
neurones histaminergiques du noyau tubéromamillaire (Parmentier, Kolbaev et al.,
2009) et des processus cognitifs comme la mémoire (Aguilar-Valles, Sanchez et al.,

2007). Elle peut jouer un role dans certains désordres comme la dépression et
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I’anxiété, comme démontré par des souris déficientes en récepteur de la TRH type 2
(Sun, Zupan et al., 2009).

Des études, tant chez la souris que chez I’humain, suggerent une implication
de la TRH dans les neurones moteurs de la moelle épiniére. Un analogue de la TRH
peut prévenir contre la dégénération des neurones moteurs de la moelle épiniére chez
des souris Wobbler, un mode¢le animal pour la sclérose latérale amyotrophique ou
ALS et I’amyotrophie spinale (Ikeda, Iwasaki et al., 1998). Chez I’humain,
I’administration de TRH améliore la force musculaire de patients atteints

d’amyotrophie spinale (Tzeng, Cheng et al., 2000).

3.4 Hormone de reliache de la corticotropine

La CRH est une importante hormone de réponse de stress. Dans I’hypophyse
antérieure, la CRH stimule la synthése et la sécrétion de la pro-opiomélanocortine
(POMC) dans les cellules de I’hypophyse. Ce peptide est clivé par des
endopeptidases pour produire plusieurs hormones comme 1’adrénocorticotrophine
(ACTH), la B-endorphine et plusieurs autres (Figure I-5). L’ACTH stimule la
production des glucocorticoides et des minéralocorticoides dans les glandes
surrénales (Owens and Nemeroff, 1991). Ce sont ces molécules qui sont responsable

de I’effet anti-inflammatoire et immunosuppresseur de la CRH (Chrousos, 1995).
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POMC

Clivé par des
cendopeptidases

- ACTH - B-endorphine

Figure I-5. Clivage de la pro-opiomélanocortine. La pro-opiomélanocortine est clivé

par différentes endopeptidases dans 1’hypophyse antérieure en réponse a différents
signaux hormonaux, la B-endorphine et ’ACTH sont deux des nombreux peptides
généré par le clivage de la POMC. POMC : pro-opiomélanocortine, ACTH :

adrénocorticotrophine.

En plus de stimuler les sécrétions hypophysaires et surrénaliennes, la CRH
peut aussi stimuler les réponses immunitaires et a une action pro inflammatoire.
L’immunoneutralisation de la CRH périphérique provoque une réduction de
I’inflammation chez le rat souffrant d’arthrite induite (Karalis, Sano et al., 1991).

Plusieurs études se sont penchées sur les effets comportementaux de la CRH,
notamment sur son effet sur le stress. La majorité de ces études ont utilisé I’injection
intracérébroventriculaire de I’hormone ou de divers agonistes ou antagonistes de
I’hormone ou de ses récepteurs chez des rongeurs. Dans un état non stressé, une
injection de CRH produit une activation des comportements normaux, mais dans un
environnement stressant, les mémes doses de CRH produisent une réponse au stress

accrue comme une baisse d’activité exploratoire et un conditionnement a la peur plus
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important. Des injections d’antagonistes de la CRH ou des récepteurs de la CRH ont
I’effet inverse, soit une diminution des réponses comportementales au stress (Koob
and Heinrichs, 1999; Smagin, Heinrichs et al., 2001).

La dépression est un autre trouble du comportement associé a la CRH. Des
¢tudes cliniques préliminaires ont démontré une baisse des symptdmes dépressifs
avec une administration d’un antagoniste synthétique du récepteur CRHR1 (Holsboer
and Ising, 2008). On observe aussi une augmentation de 1I’immunoréactivité¢ de la
CRH dans le liquide cérébrospinal de patient souffrant de dépression (Nemeroff,
Widerlov et al., 1984). Les niveaux de CRH plasmatique sont aussi augmentés chez
les femmes enceintes ayant des symptomes dépressifs versus celles qui ne souffrent
pas de dépression gestationnelle (Rich-Edwards, Mohllajee et al., 2008). Ceci suggere
une hyperactivation de 1’axe hypothalamus hypophyse surrénale dans la dépression
(Arborelius, Owens et al., 1999).

La CRH et son récepteur CRHR1 sont souvent associés aux mécanismes de
dépendance. En effet, plusieurs évidences démontrent une diminution des symptomes
de sevrage a l’alcool ou aux opiacées par I’administration d’antagonistes des
récepteurs de la CRH ou d’antagonistes spécifiques du récepteur CRHR1 (Lu, Liu et
al., 2000). L’administration de ces antagonistes semble aussi protéger contre les

rechutes apres le sevrage.

3.5 Somatostatine
La somatostatine est une hormone souvent associée a un effet inhibiteur. Dans

I’hypothalamus, la SS est produite en partie dans les PCN du noyau paraventriculaire,
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ces neurones projettent vers I’éminence médiane ou la SS est relachée et acheminée a
I’hypophyse antérieure. Cette hormone est aussi produite dans plusieurs autres types
de neurones et autres régions du cerveau. Une des fonctions de la SS dans
I’hypophyse antérieure est d’inhiber la relaiche de la TSH en réponse a la
thyrotropine. Une sécrétion hypothalamique de somatostatine induite par une
¢lévation du niveau de glucose sanguin permet de réduire significativement la relache
de TSH induite par la TRH (Yang, Woo et al., 1996). Une injection de SS produit des
effets similaires et provoque une inhibition de la sécrétion de TSH (Siler, Yen et al.,
1974). A I’opposé, une immunosuppression de la SS produit une augmentation des
niveaux basaux de TSH et augmente aussi sa réponse a la TRH (Arimura and Schally,
1976). La somatostatine agit aussi sur plusieurs autres hormones de 1’hypophyse
antérieure comme [’hormone de croissance (Hao, Li et al.,, 2010), I’hormone
lutéinisante (Starcevic, Milosevic et al., 2002) et la gonadotrophine (Bhattarai,
Kaszas et al., 2010).

Les effets de la SS ne se limitent pas seulement a I’inhibition d’hormones
hypophysaires, la SS est aussi impliquée dans 1’action de la leptine sur la prise
alimentaire et les dépenses énergétiques. Une administration de SS ou d’un agoniste
sélectif de la somatostatine peut prévenir 1’activation de STAT3 dans les centres de
satiété en réponse a la leptine (Stepanyan, Kocharyan et al., 2007). Cette diminution
coincide aussi avec la restauration d’une prise alimentaire normale, contrairement a
I’effet anorexigéne de la leptine dans ces régions du cerveau. Le fait que ces neurones
cibles de la leptine expriment le récepteur de la somatostatine suggere une interaction

directe (Stepanyan, Kocharyan et al., 2003).
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La somatostatine est aussi produite par le pancréas dans les flots de
Langerhans, dans cet organe, la SS a une action paracrine sur les cellules alpha et béta
des ilots. Cette hormone participe au contrdle du niveau de glucose sanguin en
agissant sur la sécrétion d’insuline et de glucagon. Plusieurs groupes ont noté une
augmentation de la sécrétion d’insuline et de glucagon chez des souris Ss” en réponse
aux stimuli appropriés (Strowski, Parmar et al., 2000; Hauge-Evans, King et al.,

2009).

4 Amphibien

4.1 Généralités

Le Xenopus laevis est une grenouille africaine aux pattes postérieures griffées.
Cet amphibien presque exclusivement aquatique est utilis€ comme modele animal
dans les laboratoires depuis les années 1960. Un élément important qui a conduit a la
popularité de ce modele est le fait qu’il est possible de stimuler la pondaison chez les
femelles en leur injectant de la gonadotrophine. Ceci permet de générer des embryons
a tout moment de I’année sans étre restreint par le rythme saisonnier de ces animaux
(Gurdon and Hopwood, 2000). Comme tous les amphibiens, les embryons du
Xénopus passent par un stade larvaire au cours de leur développement, ce qui les rend
plus accessibles aux études développementales. Ces tétards subissent ensuite des
changements morphologiques, ou métamorphose, avant d’atteindre le stade adulte.
Les travaux des zoologistes Nieuwkoop et Faber pour produire la table du

développement normal en 1956 ont aussi beaucoup contribué¢ a I’utilisation du
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Xenopus par les biologistes du développement. Cette table divise le développement
du Xenopus en 66 stades allant de la fertilisation a la fin de la métamorphose
(Niewkoop PD, 1994). Finalement, I’utilisation des morpholinos pour les expériences
de perte de fonction a redonné un second souffle a ce modele pour I’étude du

développement.

4.2 Métamorphose

On peut définir la métamorphose comme une série d’événements
morphologiques et biochimiques menant au remodelage de 1’ensemble des organes et
tissus d’un organisme immature. Ces événements hormono-dépendants incluent la
perte des organes et structures nécessaire a la vie larvaire et la formation des organes
et structures nécessaire a la vie adulte.

Le développement des tétards du Xenopus est divisé en trois étapes soit la
prémétamorphose, la prométamorphose et le climax (Figure 1-6). La
prémétamorphose débute peu apres 1’éclosion, environ au stade 37. Cette étape est
caractérisée par une croissance rapide des tétards et par des changements
morphologiques mineurs. Elle se termine a la formation d’une glande thyroide
fonctionnelle au stade 53. C’est I’augmentation rapide des niveaux de sécrétion de la
HT aux stades 53/54 qui marque le début de la prométamorphose. C’est a ce stade
que les membres postérieurs commencent a se différencier. Finalement, le climax
commence au stade 58 avec 1’apparition des membres antérieurs. On peut observer a
cette étape d’autres changements morphologiques majeurs comme par exemple la

résorption de la queue et des branchies. (Niewkoop PD, 1994).
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B HT circulant

Prémétamorphose Prométamorphose J Climax

Eclosion 54 58 60 66

Figure I-6. Les différentes phases de la métamorphose. La métamorphose est divisé
en trois phases, la prémétamorphose (écolosion-54), la prométamorphose (54-58) et
le climax (59-66), le début de la prométamorphose coincide avec le début de la
sécrétion d’HT. HT : hormone thyroidienne. (Adapté de Morvan-Dubois, Demeneix

etal., 2008)

4.2.1 Controle hormonal

Les changements observés lors de la métamorphose sont tous sous le contrdle
d’une seule hormone, 'HT. Les travaux de Gudernatsh, qui a réussi a induire la
métamorphose en nourrissant des tétards avec de la glande thyroide équine, et
d’Allen, qui a bloqué la métamorphose par thyroidectomie, ont permis d’associer
I’HT a la métamorphose (Gudernatsch, 1912; Allen, 1916). Cette hormone est
présente sous deux formes, la tétra-iodo-thyronine (T4) ou la tri-iodo-thyronine (T3).

La T3 est la forme la plus active et provient de la déiodination de la T4 par la
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déiodinase D2. La T3 peut étre inactivée par une déiodination subséquente par la
déiodinase D3 (Figure 1-7) (Morvan-Dubois, Demeneix et al., 2008). L’HT agit via
les récepteurs nucléaires TRow et TRP qui peuvent influencer 1’expression de genes en

liant directement 1’ADN.
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Figure I-7. Déiodination de I’hormone thyroidienne. Représentation des trois formes
majeurs de I’hormone thyroidienne, La T4 est sécrétée par la glande thyroide et est
déiodiné par la déiodinase D2 pour donner la forme active T3. Cette forme peut subir
une seconde déiodination par la déiodinase D3, qui produira la forme inactive T2.
D’autres formes inactive de la HT ne sont pas représenté comme la « reverse » T3 et
«reverse » T4. T4 : tétra-iodo-thyronine, T3 tri-iodo-thyronine, D2/3 : déiodinase

2/3.

L’HT commence a étre produite a la prométamorphose, soit environ au stade
54. Cette hormone est produite de fagon croissante pour ensuite revenir a des niveaux
de base une fois la métamorphose complétée. Les récepteurs o et B de I’HT semblent
jouer des rdles différents dans la métamorphose. En effet, TR est le plus fortement
exprimé durant toute la métamorphose dans les tissus en croissance. Son expression
diminue au stade juvénile et adulte. L’expression de la TRP qui serait directement
contrdlée par 1’action de I’HT, est observée dans les tissus en résorption et est
maximale lors du climax de la métamorphose (Furlow and Neff, 2006).

L’HT contrdle plusieurs aspects parfois opposés de la métamorphose comme
la croissance et différentiacion des membres ainsi que la résorption de la queue. Ceci
peut s’expliquer partiellement par le fait que parmi les éléments régulés, directement
ou indirectement, par I’HT et ses récepteurs, on retrouve a la fois des genes de
progression du cycle cellulaire et des génes proapoptotiques (Das, Heimeier et al.,
2009). Le développement des membres est un exemple de croissance et

différentiation induite par I’HT. Les bourgeons de membres sont formés
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indépendamment de I’HT, mais cette hormone est nécessaire a la réplication de
I’ADN et la différentiacion et la croissance des membres a partir de ces bourgeons
(Brown, Cai et al., 2005). Les mécanismes de résorption de tissus contrdolés par ’'HT
incluent la perte des branchies et de la queue, il est nécessaire pour la survie du tétard
de ne pas perdre ces structures avant la formation des organes qui vont les remplacer :
les poumons et les membres. La résorption de ces structures requiert donc des
concentrations de I’HT plus élevées que pour la formation des nouvelles structures.
La queue, par exemple, a une expression constitutive de déiodinase D3, inhibitrice, et
n’exprime pas la D2, activatrice, ce qui explique la faible sensibilit¢é a ’'HT. Au
climax, les niveaux de D3 diminuent et les niveaux de D2 augmentent avec
I’augmentation de sécrétion d’HT. Ces augmentations régulent aussi a la hausse les
niveaux de récepteur TRP. Tous ces événements sont nécessaire a la résorption de la
queue au bon moment (Brown and Cai, 2007). 11 existe trés peu d’information sur les
changements et le remodelage du cerveau lors de la métamorphose, plusieurs
neurones sont sélectivement détruits par apoptose tandis que de nouvelles connexions

sont créées pour innerver les organes nouvellement formés.

4.2.2 Hypothalamus

Le fonctionnement du systéme endocrinien des amphibiens semble étre
comparable a celui des autres vertébrés supérieurs. L’anatomie du systéme
endocrinien amphibien se rapproche plus de celle des mammiferes que de celle des
poissons (Denver R. J., 2002). Plusieurs études démontrent I’importance de

I’hypothalamus pour la métamorphose, Goos a observé qu’aucun tétard
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prémétamorphique n’a atteint le stade de la métamorphose si la région préoptique de
I’hypothalamus avait été retirée (Goos, 1969). Selon R. J. Denver, la région
préoptique du Xenopus est homologue au PVN chez les mammiféres (Boorse and
Denver, 2004). D’autres auteurs ont fait des observations similaires comme Hanaoka
chez des tétards Rana pipiens dont I’hypothalamus a été retiré (Hanaoka, 1967). En
détruisant les connexions entre I’hypothalamus et I’hypophyse, Etkin et Sussman ont
réussi a bloquer la métamorphose des larves de salamandres Ambystoma (Etkin and
Sussman, 1961). L’axe hypothalamo-hypophysaire-thyroidien est donc un élément
essentiel a la métamorphose chez les amphibiens. Ceci place le PVN, ou région
préoptique selon R. J. Denver, comme initiateur de la métamorphose.

Plusieurs observations suggérent que la TSH, chez le té€tard, n’est pas sécrétée
en réponse a la TRH, mais plutét par la CRH. La CRH est capable d’induire la
sécrétion d’HT par les cellules thyroidiennes cultivées in vitro (Boorse and Denver,
2004) Des injections de CRH, bovine ou d’amphibien, augmentent les niveaux de T4
et diminuent le temps nécessaire pour atteindre le stade adulte. Des injections
similaires de TRH n’ont aucun effet sur les niveaux de T4 et la durée du

développement métamorphique (Denver, 1993).



Section 2 : Développement

5 Développement de I'Hypothalamus

Le développement de 1’hypothalamus et de presque toutes les structures du
cerveau est caractéris€¢ par trois phénomenes, la prolifération, la migration et la
différentiacion. La prolifération neuronale débute tout juste aprés la fermeture du tube
neural, les cellules en prolifération forment la zone ventriculaire a la surface
ventriculaire du tube neural (Markakis, 2002). Plusieurs cellules quitteront, de fagon
permanente, le cycle cellulaire pour devenir des neurones post-mitotiques et former le
manteau du tube neural. Ces neurones vont migrer en s’éloignant de la zone
ventriculaire proliférative et amorceront éventuellement leur différentiacion
terminale. Ce sont ces trois processus qui régissent le développement et le

positionnement des noyaux hypothalamiques et de leurs neurones.

5.1 Modéle du développement medio-latéral de I’hypothalamus

Des études de datation utilisant les méthodes de marquage au 5-bromo-2-
déoxyuridine (BrdU) ou a la [’H]thymidine ont permis de déterminer que la majorité
des neurones de ’hypothalamus naissent entre le 11°™ et 14°™ jour embryonnaire
(E11-E14) chez la souris (Shimada and Nakamura, 1973). Les neurones du PVN et
SON naissent entre E10.5 et E12.5 (Karim and Sloper, 1980). Ces études ont aussi
mis en évidence que les premiers neurones a quitter le cycle cellulaire forment les

structures les plus latérales de I’hypothalamus tandis que les neurones générés
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tardivement forment les structures les plus médianes (Ifft, 1972; Shimada and
Nakamura, 1973; Altman and Bayer, 1978).

Ces études suggerent que les neurones appelés a former les différents noyaux
de D’hypothalamus naissent dans la région ventriculaire et migrent de fagon
perpendiculaire au ventricule, ce qui correspond a la phase de migration radiale. Ces
neurones amorcent par la suite la deuxiéme phase de migration, la migration
tangentielle, pour gagner leur emplacement final au sein de I’hypothalamus. Selon
Arnold-Aldea, les neurones hypothalamiques migrent par trois mécanismes
différents. Premiérement, la majorité des neurones migrent de fagon radiale a leur
sortie de la zone ventriculaire. Plus tard au cours du développement, ces neurones
vont migrer tangentiellement au ventricule (Arnold-Aldea and Cepko, 1996). Un
deuxiéme mécanisme suggere qu’une petite partic des progéniteurs des différents
noyaux peuvent se disperser dans la région ventriculaire proliférative et migreront
perpendiculairement au ventricule & leur sortie de cette région (Arnold-Aldea and
Cepko, 1996). Troisiémement, certains neurones peuvent, dés leur sortie de la région
ventriculaire, adopter un patron de migration tangentiel pour ensuite migrer
radialement vers la surface du cerveau (Figure I-8) (Arnold-Aldea and Cepko, 1996).
Le premier mécanisme semble étre celui adopté par la majorit¢é des neurones
hypothalamique tandis que les deux autres sont adoptés par une fraction de ces
neurones. Ces trois mécanismes de migration ont probablement des réles spécifiques

et distincts dans la formation des différents noyaux hypothalamiques.
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Figure 1-8. Différents mécanismes de migration radiale et tangentielle. Les neurones
de I’hypothalamus migrent selon trois mécanismes. 1- La majorit¢ des neurones
migrent radialement des leur sortie de la zone ventriculaire pour ensuite se disperser
dans le manteau. 2- Certains progéniteurs peuvent se disperser au sein méme de la
zone ventriculaire et migrer radialement a leur sortie. 3- Quelques rares neurones
peuvent se disperser parallelement a la surface du ventricule dés leur sortie de la zone
ventriculaire. 3V : troisiéme ventricule. (Adapté de Arnold-Aldea, S. A. and Cepko C.

L. 1996).
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5.2 Modg¢le des deux couches

Le manteau de I’hypothalamus antérieur en développement peut étre divisé en
deux couches, une couche latérale qui deviendra I’hypothalamus ventro-latéral, et une
couche plus médiane qui donnera naissance au PVN (Caqueret, Boucher et al., 2006)
(Figure I-9). Ces deux couches sont caractérisées par I’expression de trois catégories
de genes. Les genes de la premiére catégorie, comme Brn2 et Nkx2.2 sont exprimés
dans la couche médiane de I’hypothalamus antérieur, qui donnera naissance au PVN.
Les genes de la deuxiéme catégorie, comme Single minded (Sim?2) et Rgs4, sont
exprimés dans la couche latérale, qui donnera naissance a 1’hypothalamus latéral. On
retrouve aussi des génes de la troisiéme catégorie qui sont exprimés a la fois dans la
couche médiane et latérale comme Sim/ et Orthopedia (Otp), ces génes sont requis
pour le développement des deux couches de I’hypothalamus qui donneront naissance
au PVN et I’hypothalamus latéral (Caqueret, Boucher et al., 2006). En accord avec le
modele du développement médio-latéral, les neurones de 1’hypothalamus latéral sont
différentiés a E11.5 tandis que les neurones qui forment le PVN se différentient entre
E13.5 et E15.5 (Michaud, Rosenquist et al., 1998; Goshu, Jin et al., 2004). Des
observations similaires ont aussi été observées chez les embryons de poulets. Brn2 et
Sim2 sont exprimés dans des domaines complémentaires médio-latéral, alors qu’Otp
est exprimé a la fois dans la couche médiane que latérale (Caqueret, Coumailleau et
al., 2005). Ces similarités dans le développement de I’hypothalamus antérieur de ces
deux especes semblent indiquer que la formation des deux couches est un événement

développemental conservé chez la plupart des vertébrés.
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6 Développement du Noyau Paraventriculaire de I’Hypothalamus

Les précurseurs du PVN quittent le cycle cellulaire entre E10.5 et E12.5 chez
la souris (Karim and Sloper, 1980). Les cellules appelées a former le PVN vont se
regrouper et former un noyau adjacent au troisiéme ventricule, tandis que les
neurones qui formeront le SON migreront jusqu’a la surface du cerveau (Altman and
Bayer, 1978). A partir de E12.5 jusqu’a la naissance les différentes lignées
neurosécrétrices du PVN vont se différencier, il est possible de suivre cette
différenciation terminale par la production des différents neuropeptides que sécrétera

chacune de ces lignées.
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Manteau

Domaines Sim1/OTP
d'expressions | gen2 || sim2

Figure 1-9. Mod¢le du développement médio-latéral de 1’hypothalamus. On retrouve
trois catégories de génes dans I’hypothalamus latéral, la catégorie 1 comprend des
genes comme Brn2 et est exprimé dans la couche médiane qui donnera naissance au

PVN. Les genes de la catégorie 2 sont exprimés dans la couche latérale, comme
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Sim2, qui donnera naissance a I’hypothalamus latéral. Finalement on retrouve des
genes de la catégorie 3, qui eux sont exprimé dans les deux couches et qui sont

nécessaire au développement de celles-ci, comme Sim1 et OTP.

6.1 Cascade des facteurs de transcription

Le développement du PVN implique une cascade de facteurs de transcription
qui a récemment été décrite (Figure I-10) (Caqueret, Yang et al., 2005). Chacun de
ces facteurs est essentiel a la différentiacion d’une partie ou de toutes les populations
neuronales du PVN, tel que révélé par plusieurs études de pertes de fonctions (Nakai,
Kawano et al., 1995; Michaud, Rosenquist et al., 1998; Wang and Lufkin, 2000;
Hosoya, Oda et al.,, 2001; Goshu, Jin et al., 2004). SIM1 et son partenaire de
dimérisation « Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 » (ARNT2) ainsi
qu’OTP sont a la téte de cette cascade. Ces facteurs de transcription agissent en
parallele et sont nécessaire a la différentiacion terminale de toutes les populations
neuronales du PVN en maintenant ’expression de Brn2 et Sim2 (Michaud,
Rosenquist et al., 1998; Acampora, Postiglione et al., 1999). Ces derniers sont
responsables du développement de populations plus restreintes neurones. Brn2 est
requis pour le développement de tous les neurones AVP, OT et CRH alors que SIM2
est requis pour le développement de sous-populations de neurones sécrétant la SS et
la TRH (Nakai, Kawano et al., 1995; Schonemann, Ryan et al., 1995; Goshu, Jin et

al., 2004).
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Figure I-10. Cascade de facteurs de transcription régulant la différenciation des cinq
types cellulaires majeurs qui peuplent le PVN. SIM1 et OTP agissent en parall¢le a la
téte de cette cascade pour maintenir I’expression de BRN2 et SIM2 qui sont quant a

eux requis pour la différenciation terminale de types cellulaires distincts.

6.1.1 Sim1 et Arnt2

Siml est un facteur de transcription qui a été identifié pour la premiére fois
chez la drosophile. Ce géne est requis pour le développement de la ligne médiane du
systeme nerveux central de la mouche (Thomas, Crews et al., 1988; Nambu, Franks

et al., 1990). Sim! fait partie de la famille des facteurs de transcription bHLH-PAS.



33

Cette famille est caractérisée par un domain basique qui lie I’ADN, d’un domaine
hélice-boucle-hélice qui participe a la dimérisation une paire de motifs PAS (pour Per
Arnt Sim, correspondant aux trois premiers génes ou ce motif a été identifi€¢). Les
membres de la famille des bHLH-PAS sont actifs sous forme d’homodimeéres ou
hétérodimeres. Ce sont les domaines PAS qui conférent la spécificité des partenaires
d’hétérodimérisation (Huang, Edery et al., 1993; Sekine, Mimura et al., 2006).

Au cours du développement embryonnaire de la souris, Sim/ est exprimé dans
le PVN, le SON et le noyau périventriculaire antérieur. Tout comme Sim chez la
drosophile, Sim! est un important régulateur du développement de plusieurs lignées
neuronales chez la souris, incluant celles qui composent le PVN. Une perte
homozygote de Sim1 se traduit par une 1étalité néonatale et I’absence de PVN et SON
(Michaud, Rosenquist et al., 1998). Au stade embryonnaire, 1’expression des facteurs
de transcription Brn2 et Sim2 sont diminuées dans le PVN et le SON prospectifs,
indiquant que ces derniers geénes agissent en aval de Sim/ dans la cascade (Michaud,
Rosenquist et al., 1998). L’analyse des embryons mutants suggérent que Siml est
requis pour la différenciation des neurones du PVN/SON, mais aussi pour leur
migration. En effet, les souris homozygotes pour un all¢le nul de Sim/ démontrent
des défauts dans la migration des cellules du PVN vers la surface ventrale latérale du
cerveau pour former le SON. Les observations de (Xu and Fan, 2007) suggérent que
Sim1 agit en amont de la Plexine CI et est requis pour la migration des MCN du
PVN vers le SON.

Il a ét¢ démontré que SIM1 et la protéine bHLH-PAS ARNT2 peuvent

hérétodimériser. De plus, Arnt2 est fortement exprimé dans un domaine
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hypothalamique correspondant a celui de Sim/ (Michaud, DeRossi et al., 2000). Le
fait que la perte d’Arnt2 produit les mémes défauts hypothalamiques que pour la perte
de Sim1 renforce I’idée qu’ARNT?2 est le partenaire de dimérisation de SIM1 in vivo.

Les souris n’ayant qu’une perte hétérozygote de Sim/ survivent et sont
fertiles, mais développent une obésité séveére a partir de la quatriéme semaine de vie.
Cette obésité¢ est le résultat d’une hyperphagie sans changement au niveau des
dépenses énergétiques (Michaud, Boucher et al., 2001). La modulation des niveaux
d’expression de Sim/ dans le PVN de souris adultes de type sauvage a I’aide de
vecteurs adénoviraux affecte la prise alimentaire (Yang, Gagnon et al., 2006). Ces
observations supportent I’hypothése d’un réle physiologique de SIM1 dans la prise
alimentaire. De fait, le PVN agit comme relais entre I’ARC, un noyau sensible a la
leptine, et les neurones préganglionaires du systéme nerveux autonomique, qui sont
impliqués dans la modulation de la prise alimentaire (Swanson and Sawchenko,
1983). Une diminution des niveaux d’expression de 1’0t a récemment été identifiée
comme une cause de I’hyperphagie des souris hétérozygotes pour Sim! (Kublaoui,
Gemelli et al., 2008).

Le role de SIM1 dans la prise alimentaire est conservé chez 1’humain. Une
translocation équilibrée interrompant un alléle de Sim/ a été associée a une obésité
hyperphagique chez un enfant (Holder, Butte et al., 2000). Des études d’association
sur le génome entier démontrent un lien entre 1’obésité et le locus de Sim/ (Meyre,
Lecoeur et al., 2004) et I’identification de variants rares dans la séquence codante de
Sim1 chez des individus obéses (Ahituv, Kavaslar et al., 2007) semble renforcer la

possibilité que ce dernier géne soit impliqué dans 1’obésité chez 1’humain.
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6.1.2 Sim2

Sim2 est un paralogue de Siml et agit en aval de ce dernier pour la
différentiacion terminale de deux lignées de neurones du PVN soit les neurones
sécrétant la SS et la TRH (Goshu, Jin et al.,, 2004). Les souris ayant une perte
homozygote de Sim2 meurent quelques jours aprés la naissance a cause de troubles
respiratoires (Goshu, Jin et al., 2002). Les études du PVN des embryons n’exprimant
pas Sim2 révelent que ce dernier est nécessaire a la différentiacion terminale
d’environ 80% des neurones exprimant la Ss et d’environ 40% des cellules exprimant
la Trh (Goshu, Jin et al., 2004). La perte hétérozygote de Sim?2 réduit le nombre de
cellules SS de moitié et les cellules TRH de 20% par rapport aux souris non mutées.
Ceci suggére une contribution dose-dépendante de SIM2 a la différentiacion de ces
lignées cellulaire (Goshu, Jin et al., 2004). La perte d’une copie de Siml chez les
souris mutantes pour Sim2 ne fait qu’aggraver le phénotype, indiquant que SIM1
serait capable de compenser, quoi que seulement en partie, la perte de Sim?2.
Finalement, le fait que Sim2 n’est pas exprimé dans le PVN de souris mutante pour
Siml, sans que I’inverse soit vrai, confirme la position en aval de Sim/ de ce géne
dans la cascade des facteurs de transcription régulant le développement du PVN

(Goshu, Jin et al., 2004).

6.1.3 Op
Le facteur de transcription OTP agit en parallele de SIM1 et régule plusieurs
aspects du développement des neurones du PVN (Caqueret, Yang et al., 2005). OTP

fait partie de la famille des facteurs de transcription a homéodomaine (Simeone,
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D'Apice et al., 1994). Cette famille de génes joue un role important dans le
développement embryonnaire et feetal comme illustré par ses membres les plus
connu, les génes Hox, qui régulent le développement de I’axe antéropostérieur
(Holland and Takahashi, 2005; Mallo, Wellik et al., 2010). Ofp est exprimé
essentiellement dans les mémes régions de 1’hypothalamus que Simi. Otp est aussi
exprimé dans I’ARC, un autre noyau de 1’hypothalamus (Simeone, D'Apice et al.,
1994).

Les souris mutantes pour Ofp ont un phénotype trés similaire aux mutants
Siml. Les mutants homozygotes meurent au cours des trois premiers jours apres la
naissance. Le PVN est absent chez ces animaux (Acampora, Postiglione et al., 1999;
Wang and Lufkin, 2000). En plus des défauts de différentiacion terminale, les
mutants homozygotes pour Ofp présentent aussi une diminution de la prolifération
cellulaire sans augmentation de 1’apoptose et une migration cellulaire anormale
(Acampora, Postiglione et al., 1999; Wang and Lufkin, 2000). OTP est requis pour le
maintien de I’expression de Brn2 et de Sim2 (Michaud, Rosenquist et al., 1998;
Acampora, Postiglione et al., 1999). Par ailleurs, SIM1 ne contréle pas 1’expression
d’Otp et vice-versa. Collectivement, ces observations suggerent que SIM1 et OTP
agissent en paralléle pour activer les mémes effecteurs. OTP est aussi impliqué dans
une cascade de facteurs de transcription responsable du développement de plusieurs
types de neurones au sein du noyau arqué, incluant une population de neurones

produisant la SS, en agissant en aval de Nkx2.1 (Acampora, Postiglione et al., 1999).
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6.1.4 Brn2

Brn2 est un membre de la famille des facteurs de transcriptions a domaines
POU. Cette famille de facteurs de transcription est divisée en six classes et BRN2 fait
partie de la troisiéme classe, d’ou son appellation POU3F2 (Li, He et al., 1993). Ce
facteur de transcription agit en aval de Sim/ et Otp pour assurer la différentiacion
terminale des neurones magnocellulaires du PVN et du SON sécrétant I’AVP et I’OT,
ainsi que les neurones parvocellulaires du PVN sécrétant la CRH (Nakai, Kawano et
al., 1995; Schonemann, Ryan et al., 1995). La perte homozygote de Brn2 est 1étale
quelques jours aprés la naissance, mais on n’observe pas la désorganisation
morphologique du PVN qui caractérise les souris mutées pour Sim/ ou Otp (Nakai,
Kawano et al., 1995; Schonemann, Ryan et al., 1995). Ces souris semblent souffrir de
malnutrition sévere et sont systématiquement 50 % a 60 % plus petites que des
contrdles du méme age (Nakai, Kawano et al., 1995; Schonemann, Ryan et al., 1995).
Brn2 semble étre requis pour les étapes finales de la différentiacion neuronale.
Plusieurs groupes ont démontrés, in vitro, que BRN2 est capable de lier le promoteur
de la CRH et d’en activer I’expression (Li, He et al., 1993; Schonemann, Ryan et al.,
1995; Ramkumar and Adler, 1999). Cette interaction n’a toutefois pas pu étre
démontrée in vivo. La surexpression de Brn2 dans le PVN de rats adultes, par
injection stéréotaxique d’adénovirus exprimant Brn2, n’a aucun effet sur
I’expression de Crh (Wong and Murphy, 2003). Plusieurs raisons peuvent expliquer
cette différence entre les effets in vitro et in vivo d’une telle surexpression. Brn2 n’est
peut-&tre pas un facteur limitant dans cette interaction, des niveaux basaux de ce

facteur de transcription sont alors suffisant pour I’expression de la Crh. Il pourrait
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aussi exister un mécanisme endogene pour limiter 1’activité transcriptionelle de

BRN2 au-dela d’un seuil critique (Wong and Murphy, 2003).

7 Hypothéses et objectifs

La dissection du programme développemental du PVN présente un double
intérét. D une part, le PVN est composé d’un petit nombre de cellules qui forment un
noyau compact. En vertu de cette relative simplicité, le PVN représente un modéle
intéressant pour 1’étude des mécanismes sous-jacents a la production de la diversité
neuronale dans le cerveau en développement. D’autre part, comme 1’illustre nos
travaux sur SIMI, 1’étude du développement du PVN a le potentiel de conduire a
I’identification de génes qui peuvent étre associés a des maladies communes tel que
I’obésité ou I’hypertension artérielle.

Le développement du PVN est controlé par une cascade de facteurs de
transcription, SIM1 et OTP sont a la téte de cette cascade. L’analyse du transcriptome
du PVN par (Caqueret, Boucher et al., 2006) a permis d’identifier de nombreux
facteurs de transcription qui ont le potentiel d’agir le long de cette cascade. Pour
valider les facteurs de transcriptions identifié¢s précédemment au sein du laboratoire,
nous voulons développer un paradigme de perte de fonction qui permettrait 1’étude a
grande échelle de ces nombreux génes. Nous croyons pouvoir utiliser le Xenopus
laevis pour la validation fonctionnelle de ces genes candidats grace a un paradigme
de perte de fonction par I’injection de morpholinos. Notre hypothése est donc que le

développement du PVN est suffisamment conservé entre la souris et le Xenopus pour
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nous permettre d’utiliser ce modele pour effectuer la validation des facteurs de
transcription identifiés chez la souris.

Le but de mon projet est de caractériser le PVN en développement chez cet
amphibien et de déterminer s’il est possible d’utiliser ce modele pour nos études
fonctionnelles. Pour vérifier mon hypothése et valider 1’'usage du Xenopus, j’étudierai
I’expression de différents facteurs de transcriptions impliqués dans le développement
du PVN, soit OTP, SIM1, SIM2 et BRN2 par hybridation in situ. Je vais également
¢tudier la différenciation terminale de cinq lignées neuronales du PVN dont le
développement est sous le contrdle des facteurs de trasncriptions mentionnés plus tot.
Je suivrai donc la différenciation terminale de ces neurones en examinant les patrons
d’expression des différents neuropeptides sécrétés par ces cinq lignées, soit ’AVP,
I’OT la CRH et la TRH. Finalement, je vais examiner la relation spatio-temporelle
entre les facteurs de transcriptions et les marqueurs de différenciation terminale de

ces neurones et comparer leur relation entre I’amphibien et la souris.



Chapitre II : Development of the anterior

hypothalamus in the amphibian

Khalil Bouyakdan' and Jacques L. Michaud"

'Ste-Justine hospital research center, Montreal, Qc, Canada

“Correspondence: Jacques L. Michaud,

Research Center,

Hopital Sainte-Justine,
3175 Cote Sainte-Catherine,
Montreal, Quebec,

Canada H3T 1C5

Keywords :



41

Contribution

J’ai, en collaboration avec mon directeur de recherche Jacques L. Michaud,
¢laboré I’ensemble des expérimentations proposées dans 1’article. J’ai aussi effectué
toute les expériences qui ont mené, ou meéneront, a la publication de cet article. J’ai
réalisé 1’écriture de cet article en collaboration avec mon directeur de recherche

Jacques L. Michaud.



42

Abstract

Loss-of-function experiments in mice have shown that the transcription
factors Simli, Otp, Sim2 and Brn2 form a cascade essential for the differentiation of
neuroendocrine cells of the anterior hypothalamus that produce vasopressin,
oxytocin, TRH, and CRH. Very little is known about how the differentiation of these
cell types is regulated in amphibians. Here, we have systematically compared the
expression of Siml, Sim2, Brn2, and Otp with that of the markers of terminal
differentiation TRH, CRH, vasopressin and oxytocin during development of xenopus
laecvis. We have found that the cell types studied generally develop in domains
expressing these transcriptional regulators, but that the pattern of neuronal
differentiation and the spatial distribution of some regulators were not the same as in
mice. Our results provide a framework useful for the functional analysis of

hypothalamus development in amphibians.

Keywords : Xenopus laevis, hypothalamus, paraventricular nucleus, transcription

factors, terminal differentiation, Trh, Crh, Avp, Sim1, Otp, Brn2.
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Introduction

The hypothalamus contains small nuclei interspaced between less defined
regions. Different physiological functions have been assigned to these distinct areas
of the hypothalamus in mammals. In particular, the paraventricular (PVN) and the
supraoptic nuclei (SON), which is formed by cells that migrate out of the prospective
PVN during development, play a critical role in several homeostatic processes, such
as the maintenance of energy and fluid balance, the response to stress and the
regulation of blood pressure. Structurally, the PVN is composed of magnocellular and
parvocellular neurons, whereas the SON is mainly composed of the latter type of
neurons (Swanson and Sawchenko, 1983; Sawchenko, Imaki et al., 1992).
Magnocellular neurons of the PVN/SON project their axons to the posterior pituitary
where they secrete either vasopressin (AVP) or oxytocin (OT) in the general
circulation. AVP is a key regulator of fluid balance, acting to stimulate water uptake
by the kidney tubule, whereas OT promotes lactation, stimulates natriuresis and
mediates at least in part dehydration-induced decrease of sodium and food intake
(Gimpl and Fahrenholz, 2001; Ball, 2007; Miedlar, Rinaman et al., 2007). AVP and
OT production is mutually exclusive, defining two distinct types of magnocellular
neurons (Mohr, Bahnsen et al., 1988).

The parvocellular population of PVN neurons is more heterogeneous than the
magnocellular population and has not been as well characterized. Distinct populations
of parvocellular neurons can be distinguished based on the fact that they send axons
to at least one of the following targets: 1) the medial eminence where they secrete

several factors, including TRH and CRH; these factors are transported via the small
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vasculature to the anterior pituitary where they modulate the secretion of pituitary
hormones; 2) the dorsal vagal complex (DVC) of the brainstem, which includes the
dorsal motor nucleus of the vagus (DMV) and the adjacent nucleus of the solitary
tract (NST); the DMV contains preganglionic neurons of the parasympathetic
nervous system, whereas the NST receives visceral sensory information via vagal
afferences; and 3) to sympathetic centers located in the spinal cord thoracolumbar
intermediolateral cell column (Saper, Loewy et al., 1976; Swanson and Kuypers,
1980; Sawchenko and Swanson, 1982; Rogers and Nelson, 1984).

A cascade of transcription factors involved in the specification of PVN/SON
neurons has been described (Caqueret, Yang et al., 2005). The bHLH-PAS protein
SIM1 and the homeobox-containing protein OTP are required for the development of
all PVN/SON neurons in mice. SIM1 and OTP function in parallel for the
development of these cells and upstream of POU protein BRN2 and the bHLH-PAS
protein SIM2. In turn, BRN2 is required for the development of Avp-, Ot-, and Crh-
expressing cells, whereas SIM2 is required for the development of a subset of 774-
expressing cells. Recent work has recently found that loss of the zinc finger
transcription factor FEFZ2 affects the development of Ot-expressing cells in
zebrafish (Blechman, Borodovsky et al., 2007). At this point in time, it is unclear,
however, whether this function of FEFZ2 has been conserved in mammals.

Very little is known about the ontogeny of the PVN in the amphibian and
about the transcriptional regulation of its development. This question is of special

interest in view of the importance of the PVN for the control of metamorphosis in
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these animals. In order to characterize the development of the PVN in amphibians,

we performed a systematic marker analysis.

Materials and methods

Animals

Xenopus laevis adults were sacrificed by immersion in a bath containing 300
mg/L Benzocain solution (Sigma-Aldrich E1501). Brains were then dissected and
fixed in 4 % paraformaldehyde. Tadpoles were staged according to (Niewkoop PD,
1994) and anesthetized in 0.1% buffered Tricain (ms-222 Sigma-Aldrich A5040)
before fixation. Tadpoles of stages 30-48 were directly fixed, whereas those of stage

50 and older were dissected prior to fixation.

Tissue preparation

Freshly dissected tissue were promptly fixed overnight in 4 %
paraformaldehyde at 4°C, rinsed in PBS and cryopreserved in 30% sucrose before
embedding in TissuetTek OCT compound and stored at -80° C. Embryos were then

coronaly cryosectioned at 12 um and conserved at -80° C for short periods of time.
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Cloning of Xenopus in Situ probes

cDNAs were generated using total RNA from either stage 45 whole embryos
or from adult brains. Two different strategies were used to design PCR primers for
the amplification of cDNA fragments. For some genes (Sim2, Brn2, Fezf2, Trh,
Nkx2.1), primers corresponding to the known X. laevis mRNA sequence were
designed. For genes that had not yet been sequenced in X. laevis (Otp, Siml, Avp),
primers corresponding to regions conserved in mice and X. tropicalis were designed.
The sequences of the primers used are as follow:
Otp F: GAAGAAGCGCAAGAAGACCA Otp R: AGACTGTGTGCTCAAGTGCT
Siml F: AGCTGACTGGGAACAGCATT Siml R: TGGAAAATCCAAAGCAAAGG
Sim2 F: GGTGAAGTCCAAACCAAGGA Sim2 R: TCTGAATTGTGATGGGCAAA
Brn2 F: ACCTAGTGCACCCTGCTCAT Brn2 R: CAAAACCAGACCCTGACCAC
Fezf2 F: GAGTCAGGCGCAAAGAAAAC Fezf2 R: CACTGTGGGTCAGTTTGTGG
Nix2.1 F: ATAGGCAGTCGCAGGTGTCT Nkx2.1 R: GTTTGTTTGGTGGCTCTGGT
Trh F: GTCTGGTGGTTGCTGCTTCT Trh R: TAGGCATTAGGGCCTTCACA
Crh F: GAAGTTCCAGCTGTGGGTGT Crh R: TGGGCTATTTGCTCAGCTCT

Avp F: AGCTTCGGTCCCTGCTTGTT Avp R: GGCTCAGTAGTATTGGTGCT.

PCR conditions are available upon request.

Immunofluoresence

Cryosections were preheated at 54°C for 15 min before being postfixed in 4 %
paraformaldehyde. Tissue was then blocked in 5 % serum in PBS 1X with 0.3 %
Triton for 1 h, incubated with a rabbit anti-oxytocin polyclonal antibody (Abcam :

ab2078) 2-4 h in 1.5 % serum in PBS 1X with 0.3 % Triton and then incubated 1 h
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with secondary antibody, all at room temperature. Slides were mounted with either

Kayser’s Glycerogel or Cytoseal after dehydration.

In Situ hybridization

In Situ hybridizations were performed with a TSA amplification kit from
Perkin Elmer. Cryosections were preheated, postfixed 20 min in 4 % PFA, quenched
in 1% H,0, in PBS, permeabilized with proteinase K, fixed again and washed in 2X
SSC solution before over night incubation with a 1/3 diluted Dig-RNA probe at 70°
C. Hybridized slides were then washed in formamide/SSC buffer at 65° C then in
0.2X SSC at 65° C before being stored shortly in Tris-NaCl-Tween buffer prior to
blocking with the blocking buffer provided in the kit. Slides were then incubated with
POD coupled anti-Dig antibody for 30 min, amplified with DNP amplification
reagent provided in kit 5-10 min, incubated with anti-DNP-AP and detected using

NBT/BCIP as a chromogenic substrate for the alkaline phosphatase.



Results and Discussion

In order to characterize the development of the anterior hypothalamus in the
amphibian, we studied the expression of Sim1, Sim2, Otp, Brn2, Fezf2, Nkx2.1, Avp,
Crh and Trh by in situ hybridization at different timepoints during development of
Xenopus laevis as well as in the adult (Table 1). Otp, Simi, Sim2, and Brn2 are
expressed as early as stage 30-33 in the prospective hypothalamus in a domain that
lines the third ventricle (Fig. 1 A-D). At this stage, markers of terminal differentiation
are not yet expressed. 7rh and Avp, but not Crh start to be expressed in a small
number of cells in the lateral aspect of this domain between stage 35 and 39 (Fig. 1 E-
H). The co-expression of these markers of terminal differentiation with the
transcription factors studied here strongly suggests that the function of the later has
been conserved in amphibians.

At stage 44-46, the domains of expression of Otp, Siml, Sim2, and Brn2 as
well as of 7Trh and Avp elongate along the dorso-ventral axis, lining the medial
forebrain bundle (Fig. 2 A-L). Interestingly, Fefz2 is also expressed in this domain,
suggesting that it may also play a role in the specification of PVN neurons in the
amphibian (Fig. 2 C). The expression of all these transcription factors appears to
overlap but do not extend into the adjacent domain of Nkx2.I expression.

At the premetamorphic stage 51, Crh begins to be expressed in a group of
cells that are found dorsally in the same domain as that occupied by Avp (Fig. 3 A-C).

In contrast, at this stage, Trh-expressing cells are located laterally. Few days later, at
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the onset of metamorphosis (stage 54), similar patterns of expression can be observed
with Avp, and Crh being expressed dorso-medially and 77/ being expressed more
laterally (Fig. 4 A-L). Immunohistochemistry showed that OT is produced in a
domain that is similar to that of 4vp at this stage (Fig. 4 C, D, G, H, K, L). Thyroid
hormone controls virtually all aspects of metamorphosis (Yaoita and Brown, 1990;
Brown, Wang et al., 1995; Brown, Cai et al., 2005; Brown and Cai, 2007). During
this developmental stage, its production is stimulated by CRH rather than by TRH
(Denver, 1993; Boorse and Denver, 2004), as typically observed in adult amphibian
and other vertebrates. The increase in the number of Crh-expressing neurons thus
correlates with the requirement for thyroid hormone during metamorphosis.

At stage 60, which corresponds to the climax of metamorphosis, a second
domain of Trh expression appears (Fig. 5 A, D, G). This domain is located medially
and is included within that of Avp and Ot. This medial domain, which is characterized
by the expression of Avp, Ot, Crh and Trh, would correspond to the PVN, whereas
the lateral domain of 7rh expression would correspond to the lateral hypothalamus.
Interestingly, expression of the transcription factors studied here are dramatically
reduced during the whole period of metamorphosis (not shown), suggesting that
specification of neurosecretory neurons is completed by this stage. This possibility is
supported by the observation few cells are dividing in the proliferative layer of the
hypothalamus during metamorphosis (Wullimann, Rink et al., 2005).

In the adult, the PVN is organized as an elongated domain that lines the third
ventricle. Avp, Ot, Crh and Trh cells are found at all levels along the dorso-ventral

axis of this domain (Fig. 6 A-S). However, Avp and OT domains are wider than those
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of Trh and Crh. Otp, Siml, Brn2 and Fezf2, but not Sim2, were also expressed in the
adult anterior hypothalamus, suggesting that they may play some role in mature cells
(Fig. 7 A-D). Interestingly, our analysis revealed the presence of strings of cells that
expressed the PVN markers studied here. These strings were oriented in parallel to
the ventricle and were mainly found in the medial aspect of the PVN (Fig. 6, 7).
Finally, immunhistochemistry showed that OT axons were all directed ventro-
laterally (Fig. 6 O, T).

The early development of the anterior hypothalamus involves waves of
neurogenesis, with the first born neurons occupying the most lateral aspect of the
mantle layer and the later born neurons settling more medially (Caqueret, Boucher et
al., 2006). In mice, these earlier born neurons express several markers, including 774,
which at this stage defines the prospective lateral hypothalamus. We also found a
domain of 7rh expression early during amphibian development that occupies the
most lateral aspect of the hypothalamus. Later born neurons will give rise to the
PVN/SON, which is located medially. In the amphibian, the PVN is also located
medially, as shown by the overlapping domains of Avp, Ot, Crh and Trh expression.
A similar organization of the developing anterior hypothalamus into 2 layers has been
described in the chick embryos (Caqueret, Coumailleau et al., 2005).

Most neurons in the hypothalamus of the chick embryo initially migrate
radially after exiting the cell cycle. Later on, a subset of them will migrate
tangentially in the mantle layer (Arnold-Aldea and Cepko, 1996). Although the PVN
occupies a relatively compact area in mice, we observed a dramatic dorso-ventral

elongation of the prospective PVN in the developing amphibian during
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metamorphosis. This elongation does not appear to involve the addition of new cells
since it occurs after completion of PVN neurogenesis (Wullimann, Rink et al., 2005).
One possibility thus is that this elongation results from tangential migration of
neurons. Interestingly, the adult PVN is characterized by the presence of string of
cells in the medial aspect of the PVN, as if these cells were migrating one behind the
other along well-defined corridors. The cellular and molecular basis of this
phenomenon remains unclear. Another intriguing observation is that we did not
identify a SON in the amphibian. It is possible that the signals involved in inducing
these cells to migrate are not conserved in the amphibian. Alternatively, these signals
might me involved in inducing the dorso-ventral elongation of the PVN.

As it is also the case in mice, we did not observe any indication that the
different cell types populating the PVN originate from different regions of the
neuroepithelium. The fact that Avp-, Crh- and Trh-expressing cells differentiated at
the different time points may suggest that cell diversity is determined temporally

instead of spatially in the developing PVN.
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Table 1. List of the probes used in this study.
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Probe name NCBI accession no.

Otp* XM_ 002940870
Sim1* XM 002932141
Sim2 NM_ 001085632
Brn2 NM_ 001096751
Fezf? NM_ 001096464
Nix2.1 NM_ 001085624
Trh NM_001087865
Avp* XM 002936358
Crh $50096

Gene length

1849
2327
2283
1158
1305
1044
675
735
498

Position in
mRNA
471-926
353-1348
1128-2018
11-722
160-1081
128-891
10-623
5-654
3-443

Length

460
996
891
711
922
764
614
650
441

*Primer was designed in X. tropicalis sequence

A 8
OTP Sim1
E F

[N
OTP TRH

CRH

Fig. II-1. First signs of terminal differentiation. Coronal sections through the

hypothalamus of wild type Xenopus laevis tadpoles of stages 30-33 (A-D) and 37-39

(E-H). Sections were hybridized with Otp (A, E), Siml (B), Sim2 (C), Brn2 (D), Trh

(F), Crh (G) and Avp (H) probes. (A-D) and (E-H) represent two sets of adjacent

sections. Arrowheads show the appearance of the first signs of terminally

differentiated cells, scale bar represents 100 pm.
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Fig. 1I-2. Elongation of the expression domains. Coronal sections through stage 44-
46 wild type Xenopus laevis tadpoles were hybridized with Otp (A, E, G, 1, K), Sim1
(B) Fezf2 (C), Nkx2.1 (D), Sim2 (F), Brn2 (H), Avp (J) and Trh (L) probes. (A-D), (E,
F), (G, H), (I, J) and (K, L) represent different sets of adjacent sections. The
expression of Otp overlaps with the expression of all other probes (A-C, E-L), with
the exception of Nkx2.1 (D), a probe that labels the arcuate nucleus. Arrowheads

points to Avp expressing neurons, scale bar represents 100 wm.
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TRH = CRH., AVP_

Fig. 1I-3. Onset of Crh expression. Coronal sections of stage 51 wild type Xenopus
laevis tadpoles hybridized with either 77k (A), Crh (B) or Avp (C) probes. Trh’s (A)
expression is found only in the lateral hypothalamus whereas Crh (B) and Avp (C) are
found in the medial layer, (A-C) are adjacent sections. Third ventricle is to the right

of each panel, scale bar represent 100 pm.



TRH  CRH  AVP  Anti-OT

Fig. I1-4. Terminal differentiation at the onset of prometamorphosis. Coronal sections
of wild type prometamorphic Xenopus laevis hypothalamus were hybridized with 7rh
(A, E, 1), Crh (B, F, J) and Avp (C, G, K) probes or stained with a fluorescent OT

antibody (D, H, L). (A-D), (E,-H) and (I-L) represent different sets of adjacent
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sections. Trh (I) expression is found the lateral area of the hypothalamus, black

arrowheads. Third ventricle is to the right of each panel, scale bar represents 100 um.
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Fig. I1I-5. Terminal differentiation at the climax of metamorphosis. Coronal sections
of stage 60 wild type Xenopus laevis tadpoles at the climax of metamorphosis were
hybridized with either 7rh (A, D, G), Crh (B, E, H) or Avp (C, F, 1) probes, (A-C),
(D-F) and (G-I) represent three sets of adjacent sections. Trh positive cells are
detected in the medial layer of the hypothalamus, black arrow. In panel D we observe
two distict layers of Trh expression, in the lateral hypothalamus, white arrowhead and
in the PVN, black arrowhead. Crh (B) and Avp (C) expression domains have a more
elongated form than at stage 54. Third ventricle is to the right of each panel, scale bar

represents 100 pm.
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Fig. II-6. Terminal differentiation in the adult brain. Coronal sections through the
wild type adult brain hypothalamus were hybridized with O#p (A, F, K, P), Trh (B, G,
L, Q), Crh (C, H, M, R) and Avp (D, I, N, S) probes or stained with a fluorescent OT
antibody (E, J, O, T). (A-E), (F-J), (K-O) and (P-T) represents different sets of
adjacent sections. 7rh expressing cells are found in the medial layer of the
hypothalamus, black arrowheads, and are well separated from the lateral
hypothalamus neurons. Neurons of the medial layer, but not the lateral layer, form
strings of cells parallel to the ventricle. Crh expression is greatly reduced (C, H, M,

R). Third ventricle is to the right of every panel, scale bar represents 100 um.
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Fig. II-7. Transcription factors of the PVN in the adult brain. Adjacent coronal
sections of a wild type Xenopus laevis adult hypothalamus were hybridized with Otp
(A), Siml (B), Brn2 (C) and Fezf2 (D) probe. Cells of the medial layer form strings of
cells in the medial but not the lateral layer of the hypothalamus. Third ventricle is to

the right of every panel, scale bar represents 100 pm.



Chapitre III : Discussion

Conservation entre les modéles

L’¢tude de la cascade des facteurs de transcriptions impliqués dans le
développement du PVN nous permet de comparer le développement de ce noyau chez
I’amphibien a celui d’organismes plus connus comme la souris. Tous les facteurs de
transcriptions de la cascade sont exprimés dans une méme région de I’hypothalamus
chez I’amphibien. Ceci suggere que les roles de ces derniers sont relativement bien
conservés dans le développement de I’hypothalamus amphibien. L’expression
d’Arnt2, le partenaire de dimérisation de SIMI1 et SIM2, n’a pas été étudié¢ dans le
cadre de ce projet, ce facteur de transcription est toutefois exprimé dans
I’hypothalamus amphibien a partir du stade 22 (Rowatt, DePowell et al., 2003). Le
Xenopus laevis posséde les deux paralogues de ce geéne soit Arntl et Arnt2
contrairement au poisson zébré qui ne posséde qu’Arnt2 (Rowatt, DePowell et al.,
2003). L’hypothalamus antérieur en développement de I’amphibien est formé de deux
couches d’expression, une couche plus médiane exprimant Brn2, Ot, Avp et Crh, et
une couche plus latérale exprimant Sim2 et Trh. Ceci peut aussi étre observé chez la
souris (Caqueret, Boucher et al., 2006), suggérant un certain niveau de conservation
dans les processus développementaux menant a la formation de 1’hypothalamus
antérieur. La relation spatiale et temporelle entre les facteurs de transcription et les
différents marqueurs de différentiation terminale semble aussi étre préservée puisque

chez les rongeurs, Brn2 est requis pour la différentiacion terminale des neurones
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produisant I’OT, I’AVP et la CRH, et que Sim2 est requis pour la différentiacion de la
majoritée des neurones sécrétant la SS et la TRH dans I’hypothalamus. Chez le
Xenopus laevis comme chez le poulet et la souris, les domaines d’expression des
marqueurs de différentiacion terminale se situent principalement dans des sous-
domaines de Siml et d’Otfp. Nous estimons que le fait tous les facteurs de
transcription de la cascade impliqué dans le développement du PVN soient exprimés
dans une petite région de part et d’autre du troisiéme ventricule suggeére que ces
facteurs ont un role chez le Xenopus laevis similaire a leurs réle chez la souris. La
présence, dans cette méme région, des différents marqueurs de différentiacion
terminale des neurones produisant ’AVP, I’OT la TRH et la CRH ne fait que
renforcer 1’idée que les processus développementaux menant a la formation du PVN
sont conservés entre ces deux organismes.

Par contre, il existe des différences en ce qui a trait a certains aspects du
développement de 1’hypothalamus entre ces deux vertébrés. Un de ces aspects est
I’ordre d’apparition des différents neurones du PVN. Chez la souris, les neurones du
PVN complétent leur différentiacion terminale entre E13.5 et E15.5, les neurones
produisant la CRH apparaissent en premier a 13.5, TRH a 14.5 et ’AVP a 15.5
(Seasholtz, Bourbonais et al., 1991; Hyodo, Yamada et al., 1992; Caqueret, Boucher
et al., 2006). Chez le Xenopus, les neurones produisant I’AVP apparaissent les
premiers entre les stades 37 et 39, les neurones exprimant la 7rh apparaissent presque
immédiatement apres, au stade 37, nous ne détectons la Crh dans le PVN qu’apres le
stade 50 (Figure III-1). L’ordre de la différentiacion terminale des différents

neuropeptide est donc complétement inversé par rapport aux rongeurs.
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Figure III-1. Neurogénese et différentiacion terminale des neurones du PVN
amphibien. La neurogénése dans I’hypothalamus prospectif de [’amphibien
commence avant le stade 30 tout comme [’expression d’OTP, Siml et Brn2. Les
neurones sécrétant I’AVP commencent leur différentiacion terminale au stade 37 tout
juste avant les neurones TRH. Les premiers signes de différentiacion terminale des

neurones CRH apparaissent vers les stades 49 ou 50.

Une autre différence marquante entre 1’amphibien et la souris est la migration des
neurones différenciés de 1’hypothalamus. Chez la souris, les neurones du PVN
migrent de fagon radiale et se regroupent ensuite en domaines bien définis selon leur
identité. Chez le Xenopus laevis, les neurones matures vont rapidement adopter un

patron de migration tangentiel et migrer ventralement, ce qui conduit a 1’étirement
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des différents domaines d’expression (Figure III-2). Au stade adulte, cette migration
tangentielle produit des chapelets, ou des colonnes de cellules bien alignées dans la
couche médiane de I’hypothalamus, ce que nous n’observons pas chez les
mammifeéres. L hypothalamus des mammiféres est organisé¢ en plusieurs noyaux
compacts séparés par des régions moins bien définies. Chez I’amphibien, ces régions
sont plus larges et s’étendent le long du troisiéme ventricule, 1’hypothalamus

amphibien est donc plus compact que celui de la souris.

Figure III-2. Etalement des domaines d’expression des neuropeptides. Les domaines
d’expression des différents neuropeptides ont d’abord une apparence plutdt globulaire

(1), ces neurones vont ensuite adopter un patron de migration tangentielle et migrer
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ventralement le long du ventricule, ce qui a pour effet d’allonger les domaines

d’expressions (2). V : ventricule.

Développement de I’hypothalamus durant la métamorphose

Comme plusieurs groupes ont pu le démontrer, I’hypothalamus, et plus
particulierement le PVN, est un régulateur majeur de la métamorphose chez les
amphibiens. Ceci a ét¢ démontré dans plusieurs amphibien soit par I’ablation de
I’hypothalamus soit par la destruction des connexions entre 1’hypothalamus et
I’hypophyse (Etkin and Sussman, 1961; Hanaoka, 1967; Goos, 1969). La
métamorphose chez 1’amphibien est divisée en trois phases, la prémétamorphose, la
prométamorphose et le climax. La sécrétion de HT, principale hormone régulant le
processus métamorphique, ne commencent qu’a la prométamorphose avec la
maturation de la glande thyroidienne au stade 54. Cette hormone est sécrétée, non pas
en réponse a stimulation de I’hypophyse par la TRH mais par la CRH (Miranda,
Affanni et al., 2000; Boorse and Denver, 2004). La maturation des neurones
hypophysiotropiques de 1’hypothalamus, plus particulierement les neurones
produisant la CRH, est une composante essentielle a la métamorphose. Dans le PVN,
nous observons I’apparition des premiers neurones différenciés sécrétant la CRH au
stade 51, soit quelques jours avant la prométamorphose et une augmentation marquée
du nombre des cellules différenciées a la prométamorphose et au climax. Les niveaux
de HT circulant au climax de la métamorphose sont les plus élevés au cours du
développement et diminuent significativement par la suite, cette diminution est

accompagnée par une baisse des niveaux d’expression de la Crh. En effet, les niveaux
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d’expression de la CRH dans le PVN sont grandement diminués au stade adulte, cette
diminution est le résultat de deux phénomeénes physiologiques. Premiérement,
I’expression de Crh diminue du fait que la métamorphose est terminée et les hauts
niveaux de HT circulants ne sont plus nécessaires. Deuxiémement, la TRH assume
son rdle de facteur de relache de la TSH chez I’adulte. Cette synchronisation entre les
évenements de la métamorphose et la différentiacion terminale des neurones sécrétant
la CRH renforce I’hypothése voulant que ce neuropeptide soit le facteur de relache de
la TSH et que le signal qui initie la métamorphose origine de la région préoptique,
homologue du PVN chez I’amphibien selon Denver R. J. (Boorse and Denver, 2004).
Le PVN est un intégrateur de plusieurs signaux en provenance du cerveau et de la
périphérie. Il serait donc intéressant de vérifier si ce noyau sécrete la CRH en réponse
a un signal quelconque, ou si la métamorphose est une réponse naturelle au

développement du systéme hypothalamo-hypophysaire.

L’utilisation des morpholinos

Certains travaux récents du laboratoire portent sur I’identification de facteurs
qui agissent en aval ou en amont de la cascade de facteurs de transcription décrite
chez la souris. En employant deux approches d’études du transciptome, nous avons
identifié un grand nombre de facteurs de transcription qui pourraient agir le long de
cette cascade. La perte de fonction par injection de morpholinos dans le Xenopus se
présente donc comme un moyen rapide d’étudier la fonction de ces différents facteurs
de transcription candidats. Les morpholinos sont des analogues de nucléotides utilisés

pour la perte de fonction transitoire d’un géne en inhibant la traduction de son ARN
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messager en protéine. Ces oligonucléotides de 18-25 mers sont généralement dirigés
vers la région 5’ non-traduite et meénent a la dégradation de I’ARN messager ciblé et
du morpholino. Des études comparant 1’effet des morpholinos au phénotype des
mutants naturels démontre une bonne reproduction du phénotype (Heasman, 2002).
Le groupement ribose des nucléotides composant ces oligos est remplacé par un
groupement morpholino. Ils ne sont donc pas sensible a la dégradation par la RNAse
H et donc plus stable que les ARN interférents. Ces oligos perdrons leur efficacité
principalement par dilution suite a plusieurs divisions cellulaires. En injectant un
morpholino synthétisé pour réprimer la traduction d’un géne rapporteur Gfp dans les
deux cellules d’embryons transgéniques de xénopus, certains ont pu empécher la
production de ce rapporteur jusqu’au stade 43, soit pour environ une semaine apres la
fécondation (Nutt, Bronchain et al., 2001).

Nous pouvons détecter les premiers signes de différentiacion terminale de
neurones de I’hypothalamus chez le Xenopus laevis aux stades 37-39, soit deux a trois
jours post fécondation. De plus, I’expression des facteurs de transcriptions d’intérét
peut étre détectée aussi tot qu’au stade 30, soit un jour a 1 jour et demi post
fécondation. La durée d’action des morpholinos est donc suffisamment longue pour
les études de pertes de fonctions que nous désirons entreprendre sur ce modéle. Des
morpholinos dirigés contre les facteurs de transcription connus de la cascade auraient
donc le potentiel d’affecter le développement des neurones du PVN. Il faut toutefois
souligner qu’il est possible qu’une perturbation du développement du PVN chez
I’amphibien entraine une Iétalité précoce, pouvant méme survenir aussi tot qu’au

stade de la métamorphose. En injectant des morpholinos contre les différents facteurs
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de transcription candidats identifiés par les approches de micropuces, nous pouvons
espérer identifier de nouveaux membres faisant partic de cette cascade de quatre
fagons. Premic¢rement, un géne dont I’inhibition empécherait la différentiacion
terminale d’une ou plusieurs lignées neuronales du PVN sans affecter 1’expression de
Siml, Otp, Sim2 et Brn2, agirait en aval de ces facteurs. Deuxiémement, un géne dont
la répression n’affecterait pas I’expression de Sim/ et Otp, mais inhiberait celle de
Sim2 ou Brn2 agirait donc en amont de ces derniers. Une troisiéme possibilité est
qu’un morpholino dirigé contre un de nos facteurs de transcription candidats bloque
I’expression de Sim ou Oftp, et les génes qui sont en aval de ces derniers. Ce facteur
de transcription se placerait alors a la téte de la cascade. La quatriéme possibilité est
qu’on ne remarque aucun effet sur I’expression des différents génes étudiés et aucun
effet sur la différentiacion. Etant donné que I’hypothalamus est une composante clé
de la métamorphose, on ne peut exclure un effet a long terme du blocage d’un facteur
de la cascade sur la métamorphose. Ces effets peuvent étre un délai ou un blocage de

la métamorphose.

Avantages du modéle

Le Xenopus laevis n’est pas le seul modéle animal qui aurait pu étre utilisé
pour des études de pertes de fonction rapide pour le criblage de nombreux geénes
candidats. Plusieurs modeles animaux se prétent bien aux injections de morpholinos
et a divers ARN interférents et partagent plusieurs avantages avec le Xenopus, le
poisson z¢&bré est un de ces modeles que nous avons considéré. Le poisson z€bré, tout

comme le Xenopus, est facile a maintenir et produit de grandes quantités d’embryons
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qui sont accessible dés la fertilisation pour injection, plusieurs études sur différents
facteurs de transcription de la cascade ont déja été étudiés dans ce modele dans le
cadre de la biologie du développement comme OTP, SIM1 et ARNT2 (Eaton and
Glasgow, 2006; Blechman, Borodovsky et al., 2007; Hill, Heiden et al., 2009). Un
autre avantage est que le génome de ce poisson est relativement bien connu, le
poisson zébré est donc un organisme relativement mieux caractérisé que le Xenopus,
surtout au niveau du cerveau.

Plusieurs raison ont motivé notre choix de se tourner vers le Xenopus laevis
pour notre étude de criblage, la premiére étant la grosseur des oocytes amphibiens, la
grande taille des ceufs facilite grandement les injections et permettent 1’injection d’un
plus grand volume, donc une plus grande quantité de morpholinos. Les embryons, et
par la suite les tétards sont plus gros que les embryons du poisson zébré, cette
différence de taille nous donne un avantage majeur pour I’étude morphologiques des
patrons d’expressions des différents geénes de notre étude. La largeur du SNC nous
permet d’effectuer des coupes coronales adjacentes sans pour autant perdre trop de
précision, puisque [’hypothalamus n’est qu’une petite région d’un cerveau
relativement petit. Selon le stade étudié nous pouvions effectuer de trois a cing
coupes adjacentes, ce qui facilite la comparaison des domaines d’expressions de
plusieurs geénes simultanément sans avoir recours a des techniques de double in situ,
qui requirent plusieurs types de nucléotides marqué et souvent plusieurs révélations,
rendent plus difficile de comparer les niveaux d’expressions. D’autres avantages de
ce modéle animal viennent du fait que peu de choses sont connues sur le

développement de son cerveau, des études sur cet organisme permettront peut étre de
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mieux comprendre certains aspects du développement de 1’hypothalamus qui peuvent
parfois €tre plus compliqués chez les mammiféres. Un autre avantage provient du fait
que le xénopus passe d’un stade exclusivement aquatique a un stade amphibien, cette
métamorphose implique des changements dans 1’ensemble des organes de 1’animal,
ce qui inclus le cerveau. Certaines études associent I’hypothalamus a la
métamorphose (Etkin and Sussman, 1961; Hanaoka, 1967; Goos, 1969), il serait donc
intéressant d’étudier 1’implication de I’hypothalamus dans la métamorphose et
d’étudier les changements ou le remodelage de cette structure durant la

métamorphose.

Conclusion

L’étude des différents génes de la cascade des facteurs de transcription nous a
permis de mieux comprendre le développement de I’hypothalamus et du PVN chez
I’amphibien, ces travaux ont jeté les bases pour des études plus approfondies sur la
neurogénese et les différentes formes de migration des neurones différentiés de cette
structure. La caractérisation du développement de 1’hypothalamus amphibien nous a
permis de déterminer que le développement de cette structure est suffisamment
conservé entre 1’amphibien et la souris, en ce qui concerne la relation entre les
différents facteurs de transcriptions et les marqueurs de différentiacions terminaux, ce
qui nous permettra d’utiliser ce mode¢le dans le cadre d’une étude de perte de fonction
rapide. L’étude de I’hypothalamus sur ce modele nous a aussi permis de lier les

événements de la différentiacion des neurones hypophysiotopiques produisant la
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CRH au début de la métamorphose et aux niveaux de TH circulant, selon la

littérature.
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Chapitre IV: Annexe I: Alignement de sequences des

sondes in situ
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————————————————— AGTGGAAGAAGCGCAAGAAGACCACCAATGTGTTCCGCGCCCC
CCAGAACAGACGCGCTAAGTGGAAGAAGCGCAAGAAGACCACCAATGTGTTCCGCGCCCC
CCAGAATCGCCGCGCCAAGTGGAAGAAGCGCAAGAAGACCACCAACGTGTTCCGCGLGLC

LR R R SRR SRS SRR SRS SRR SRR LR EEIEEEEEEEEEEE IS

CGGGACCCTCCTGCCGACCCCCGGACTGCCCCAGTTTCCATCCGCCGCGGCCGCGGCAGC
CGGCACCCTCCTGCCCACCCCCGGATTGCCCCAGTTCCCATCAGCCGCGGCCGCGGCAGC
AGGCACGCTGCTGCCCACGCCGGGGCTGCCCCAGTTCCCGTCGGCTGCCGCCGCCGCGGL

%k *k *k *kkkk **k k% *% khkkkkhkkkkhkkk k% **k **k **k *kkkk ** *%

AGCAGCGATGGGCGACAGTCTGTGCTCTTTCCACGCTAACGATACCCGCTGGGCTACAGC
AGCAGCGATGGGCGACAGTCTTTGTTCCTTCCATGCTAACGATACCCGCTGGGCTACAGC
CGCCGCCATGGGCGACAGCCTGTGCTCTTTCCACGCCAACGACACCCGCTGGGCGGCGGL

*k kk khkkkhkkhkhkkkk kk kk kk kkkkk kk khkkkk kkhkkkhkkkkkk * k%

CGGCATG- - -GGCATGTCTCAGCTCCCACTCCCCCCATCTCTGGGCAGGCAGCAGGCTAT
CGGCATG- - -GGGGTGTCTCAGCTCCCACTCCCCCCCTCCCTGGGCAGGCAGCAGGCCAT
CGCCATGCCTGGCGTGTCCCAGCTGCCGCTGCCGCCCGCGCTCGGCCGCCAGCAGGCCAT

**x kkk*k * % *khkkk khkkkk kk *kx *x k% * kk khkk * khkkkkkkk k%

GGCGCAATCTCTGTCCCAGTGCAGTCTGGCCGCCGGCCCCCCTCCCGGCTCCATGGGTTT
GGCGCAGTCTCTGTCTCAGTGCAGCCTAGCAGCCGGCCCCCCTCCCAGCTCCATGGGTTT
GGCGCAGTCGCTGTCCCAGTGCAGCCTGGCGGCCGGGCCACCGCCCAACTCCATGGGCTT

*khkkkhkkk *k khkhkkk khkkkkkkk *k *kk khkkkk *x *k kk*k *hkkkhkkkkkk *k

GTCCAACA------ TGGGCTCCAATGGGTCTGGGCTGCAGTCGCATCTCTACCAGTCC- -
GTCCAACA------ TGGGTTCCAATGGCGCTGGGCTGCAGTCTCATCTATACCAGTCCGC
GTCCAACAGCCTGGCGGGCTCCAACGGCGCGGGGCTGCAGTCGCACCTCTACCAGCCCGL

* Kk kkkkkx *k*x Fhkkhkkk k% * kkkkkhkhkkkkkk kk kk khkkkkk xk

-TTCCCAGGCATGGTGCCCACCTCACTGCAGGGTCCAAGCAACGTGTCGGGCTCCCCCCA

CTTTCCCGGCATGATGCCCACCTCATTGCAGGGTGGAAACAA-~-~-~-~-~ CGGGTCCCcceeAa
CTTCCCCGGCATGGTGCCCGCCTCCCTCCCCGGCCCCAGCAACGTCTCCGGCTCGCCCCA
hk kk kkkkkk khkkkk Kkkkk ok Kk Kk* * kkk *k kk kkkkok

GCTGTGCAGCTCCCCGGACAGCAGTGATGTTTGGAGGGGGTCCAGCATTGCCTCCTTGCG
GCTGTGCAGCTCCCCGGACAGCAGTGATGTTTGGAGGGGGACTAGCATTGCCTCCCTGCG
GCTCTGCAGCTCTCCGGACAGCAGCGACGTGTGGCGGGGCACGAGCATCGCCTCCCTGCG

*hkk kkkkkkkk khkhkkhkhkkkhkkk *k *k kkk Kkkx * kkkkk kkkkkk Kkxkkk

CCGCANAGCACTTGAGCACACAGTCTCTATGAGCTGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCG
CCGCAAAGCACTTGAGCACACAGTCTCTATGAGCTTTACTTAATATTTCACCCCCTTCTC
CCGCAAGGCGCTCGAGCACACAGTCTCCATGAGCTTCACCTAAT -~ -~~~ -~~~-~-----~

* % %k K % *k kk hhkkkhkhkkhkhkhkhkkkhkhkk *kkkkkxk * * *x
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Figure IV-1. Alignement de la sonde Otp. Alignement en nucléotides de la séquence

de la sonde Otp clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus tropicalis et a la

souris.
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GGGAACAGCATTTATGAATATATTCACCCTGCTGATCATGATGAGATGACTGCAGTTCTG
GGGAACAGCATTTATGAATATATCCACCCTGCTGATCATGATGAGATGACAGCAGTTCTG
GGGAACAGCATCTATGAATATATCCACCCGGCTGACCACGATGAGATGACAGCCGTGCTC

dkhkkhkhkkhkkhkdhkkx dhkdkhkkdkhkhkdkhkkhk *hkhkkd *dkhkkdk *k *hkkdkhkkdkhkkdkx *%x **x *%

ACAGCTCACCAGCCTTACCACTCACACTTTGTTCAGGAATATGAGATTGAGCGCTCCTTC
ACAGCTCACCAACCCTACCACTCACACTTTGTACAGGAATATGAGATTGAACGCTCCTTC
ACAGCCCATCAGCCCTACCACTCTCACTTTGTACAGGAGTACGAGATCGAACGCTCCTTC

*khkkkhkk hk kk kk Khkdkhkkhkkk khkhkkhkhkkk khkkkk hk khkkkk kk *xkkkkkkkk

TTCCTACGGATGAAATGTGTTTTAGCAAAGCGGAACGCAGGGTTGACATGTGGTGGCTAT
TTCCTACGGATGAAATGTGTTTTGGCAAAGAGGAATGCGGGGTTGACGTGTGGGGGGTAT
TTTCTAAGGATGAAGTGTGTTTTGGCCAAGCGGAATGCTGGCCTCACCTGCGGTGGCTAC

*k khkk khhkkkkkhkk khkkhkkhkkhkkk *kk *kk *kkk *k k% * k* *k*k *k*k k% k%

AAGGTGATACATTGCAGTGGGTACCTGAAGATTCGCCAGTACAGTCTGGACATGTCGCCA
AAGGTGATACATTGCAGTGGGTACCTGAAGATTCGCCAGTACAGTCTCGACATGTCGCCA
AAGGTCATTCACTGTAGTGGCTACCTGAAGATCCGCCAGTACAGCCTGGATATGTCTCCC

*khkkkhkk hk kk kk Khkhkkk khkhkhkhkhkkhkhkkkdk khkkhkkkhkhkkkk *kxk kkx *kkkk *k

TTTGATGGCTGCTATCAAAATGTGGGCCTGGTGGCTGTTGGCCATTCTCTTCCTCCCAGT
TTTGATGGTTGCTATCAAAATGTGGGCCTGGTGGCTGTTGGCCATTCCCTCCCTCCCAGT
TTTGATGGATGCTACCAAAATGTGGGCTTGGTGGCTGTGGGTCACTCCCTGCCTCCGAGT

khkkkhkhkkhkhkkx dhhkkhhkk *hkdhkhkhkhkhhkhddx *hdkdkhkhkhkhddx *%x %% %% **x **kkdkk*k **k%

GCAGTCACAGAGATTAAACTTCACAGCAATATGTTTATGTTCAGAGCCAGCCTAGATATG
GCAGTCACAGAGATTAAACTTCACAGCAATATGTTCATGTTCAGAGCCAGCTTAGATATG
GCTGTGACAGAGATCAAACTACACAGCAACATGTTCATGTTCCGAGCCAGTCTGGATATG

*k hkk khkkkkkkhkk Khhkkkk khkkkkhkkk khkhkkk khkkkkk kkkkkkx * kkkkkx

AAGCTCATATTTTTAGATTCCAGGGTAGCTGAATTAACTGGATATGAGCCTCAAGATCTG
AAGCTCATATTTTTAGATTCCAGGGTAGCTGAACTAACTGGATATGAGCCTCAAGATCTG
AAGCTTATTTTCCTGGACTCCAGGGTGGCAGAGCTGACTGGATATGAACCTCAGGACTTG

*kkkkhkkx K*kx k% * kk kkhkkkkkkk kk k% * khkkkkkkkhkkhkk *hkkkhkkx k% * %

ATTGAAAAGACGTTATATCATCATGTCCATGGCTGTGACACGTTTCATCTCCGCTGTGCA
ATTGAAAAGACTTTATATCATCATGTCCATGGCTGTGACACATTTCATCTTCGCTGTGCA
ATTGAGAAGACCCTGTACCATCACGTGCATGGCTGTGACACCTTCCACCTACGCTGTGCA

*kkkkk *khkkkk * kk khkkkk kk khkkkhkkkhkkkkhkhkkhkkhkk k*kk k*k *k kkkhkkhkkhkkkx

CATCACTTGTTGCTTGTGAAAGGACAGGTCACCACCAAGTACTACAGGTTCCTGGCTAAG
CATCACTTATTGCTTGTAAAAGGACAGGTCACCACCAAGTACTACAGGTTCCTGGCTAAG

CACCACTTACTGTTGGTGAAGGGACAAGTGACCACCAAGTACTACAGGTTCTTGGCGAAG
kk kkkkk  kk Kk kx kk Kkkkkk kk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kkxx kkk

CACGGTGGCTGGGTGTGGGTACAGAGTTATGCTACCATTGTGCACAACAGCAGGTCCTCC
CATGGTGGCTGGGTGTGGGTACAGAGTTATGCCACCATTGTACACAACAGCAGGTCCTCC
CAGGGCGGCTGGGTCTGGGTGCAGAGTTACGCCACCATCGTACACAACAGCCGCTCCTCC

Kk khk Khhkkhkkkhkhkk Khkhkhkk khkhkkkhkhkkkhk kk khkkkhkk hk khkkkkkhkhkkk * *kkkkk*k

AGACCCCACTGCATTGTCAGTGTGAATTATGTTCTAACGGATACAGAATACAAAGGATTA
AGACCCCACTGTATTGTCAGTGTGAATTATGTTCTAACGGATACAGAATACAAAGGACTA
AGGCCGCACTGCATCGTCAGCGTCAACTACGTCCTCACAGACACAGAATACAAAGGGCTA
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*k kk khkkkk kk Kkkkkk kk kk kk kk kk kk kk *hkkkkkkhkkkkkkx * %

CAACTGTCTTTGGATCAAGTTACAAC----AAAACCACAATTCTCTTATGCAAGC---TC
CAGCTATCTTTGGATCAAGTTACAAC- - - -AAAGCCACCATTTTCTTATACAAGC---TC
CAGCTCTCCCTGGACCAGATATCAGCCTCTAAGCCCACT-TTCTCCTATACCAGCAGTTC
kK% kk kx  Kkkkk *kx Kk Kk* * *Kk  kkkk kK kk kkk Kk Kkk* * %

AAATTCAACCATAAATGACAGCAGAAAATGCAGTAAATCTCGACTCTCCGGCACAAAATC
AAATCCAACCATAAATGACAGCAGAAAAAGCAGTAAAGCTCGACTCTCCAACACAAAATC
CACTCCCACTATCTCGGACAACAGGAAGGGGGCCAAGTCAAGGCTCTCCAGTAGCAAGTC

* * % **x %% *kk*k *kk k% * * % * * kkkkkk * ** k%

GAAATCCAGAACCTCACCCTACCCACAGTATTCTGGATTCCATACTGAACGATCTGAATC
TAAATCCAGAACATCACCCTACCCACAGTATTCTGGATTCCATACTGAACGATCTGAATC
AAAATCTAGGACCTCCCCATATCCCCAGTATTCGGGATTCCATACTGAGAGATCGGAATC

*khkkkk Kkk kk kk kk kk kk Kkhkkhkkkkk khkkkkhkkkkkkkkk *hkkk kkkkk

CGACCATGAAAGTCAATGGGGTGGTAGCCCCCTTACTGACACAGCTTTACCACAACTTCT
AGACCATGAAAGTCAATGGGGCGGTAGCCCTCTTACTGACACAGCTTCACCACAACTTCT
TGACCATGACAGCCAGTGGGGTGGAAGTCCCCTGACTGATACTGCCTCCCCACAGCTCCT

khkkkhkhkkhkk *kxk *k khkkkk k*kk *kk *kk *kk kkhkkkk *k *k * *khkkkk *k k%

TTGATCCAATTGAAAAGACCAAGCTTCCACCCAACACGAATGTATCTTGGTGCATA- -~ -
T-GATCCCATAGAAA-GACCAAGCTCCCACC-AACACGA-TGTATCTTG-TGCATATAGA
G-GACCCA---GAGA-GGCCTGGCTCTC----AGCACGAAT-TGTCCTG-TGCGTATAGG

**x  kx *%* * *x k% * % % * * kkkkk Kk k kk *kk *kkk k%

Figure IV-2. Alignement de la sonde Siml/. Alignement en nucléotides de la

séquence de la sonde Siml clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus

tropicalis et a la souris.
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————————— GTCCAAACCAAGGACGAACCCATATCACC---AGCCATATACATCATTC--
CAAGGTGAAGTCCAAACCAAGGACGAACCCATATCCCC- - -AGACATATACATCATTC- -

AAAGATGAAGACAAAGCTGAGAACCAACCCATATCCCCCACAGCAATACAGCTCCTTCCA
* ok kx ok kk kk kkkkkkkxkk Kkk *%  kxx Kk kk kx*k

ATTGGTGATAAACGGGATTGTTCCCAATATGGAAGCTGGAAAGGAACTCCGACAATGAAC
ATTGGTGATAAACGGGATTGTTCCCAATATGGAAGTTGGAAAGGAACTCCGACAATGAAC
AATGG--ACAAACTGGAGTGCAGCCAGGTGGGAAACTGGAGAACTAGTCCCCCCACAAAT

* kk*% * kkkk kkk k% * k% *kkk *kk*k X * kk% * % * %

ACTGCCACTAACCAAGAACAG-AGCAACCATTCAGAAAACAGTGAACTGTTATACACCCC
ACTGCCACTAACCAAGAACAG-AGCAACCATTCAGAAAACAGTGAACTGTTATACACCCC
GCTGTGGCTCCCCCGGAACAGCAGCT-CCATTCAGAAGCCAGCGACCTTTTATATGGGCC

* % % * % * % *khkkkkk *kk *kkkkkkkkk *kk*x Kkk *kk *kkkk * %

AACATACAGTCTGCCATTCTCTTACCACTATGGACATTTCCCTATGGACTCCCATGTACT
AACATACAGTCTGCCATTCTCTTACCACTATGGACATTTCCCTATGGACTCCCATGTACT

GCCCTACAGCCTCCCCTTCTCCTACCATTATGGACACTTCCCATTGGACTCTCACGTCTT
* kkkkk kk kk kkkkk kkkkk kkkkkkkk kkkkk  kkkkkkk kk kK K

TAGCAGCAAAAAACAGGTGATGCCCTCTCGATACGGACAGCCTCAGAGTTCCTCCCCTTG
TAGCAGCAAAAAACAGGTGATGCCCTCTCGATATGGACAGCCTCAGAGTTCCTCCCCTTG
CAGCAGCAAGAAGCCAGGATTGCCCGCCAAGTTCGGGCAGCCCCAAGGAT---CCCCGTG

*kkkkkkkhkkx *x * * *hkkkx K * **k Khhkkkk Kkx * x *kkkk kK

TGAAGTGGCAAGATTTTTCTTCAGCACTCTACAGAGCAGCGGGGAGTGCCACTGGCATTA
TGAAGTGGCAAGATTTTTCTTCAGCACTCTACAGAGCAGCGGGGAGTGCCACTGGCATTA
TGAGGTGGCACGCTTCTTCCTGAGCACACTGCCAGCCAGCAGCGAATGCCAGTGGCACTG

*khkk *kkkkkk Kk kk kkk * khkkkkx *x % *kkkk Kk kk kkkxkk khkkkk X

TGCCAATTCAGTTGT-TCCA--AGCTCTCCTCCA- - -AAAAATATTCATGAACAATCG- -
TGCCAATTCAGTTGT-TCCA--AGCTCTCCTCCA---AAAAATATTCATGAACAATCG- -
TGCCAACTCTCTAGTGCCCAGCAGCTCATCGCCAGCTAAAAACCTTTCTGAGCCTTCTCC

kkkkkk khk Kk kk  kkk  kkkkk Kk Kkkk kkkkk  kk  kkk ok kK
-GTAACTCAAGTCCGGCACAACTTGGCACATAATTATGAAGC-~---~----~- AACCAAA--
-GTAACTCAAGTCCGGCACAACTTGGCACATAATTATGAGGC--~-~-~-~--~-~ ACCCAAA--

TGTGAATGCTGCCCGGCATGGTCTTGTGCCAAACTATGAAGCGCCCTCCGCAGCCGCGCG
** * *x * kkkkkk * ok x kk kkkkk Kk * ko

Figure IV-3. Alignement de la sonde Sim2. Alignement en nucléotides de la

séquence de la sonde Sim2 clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus

laevis et a la souris.
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CCCTGCTCATGGCAACCACCATGGACCAGGGGCATGGAGGAGCAC--CGGCT-CTACCCA
CCCTGCTCACGGCAACCACCATGGACCAGGGGCATGGAGGAGCAC--CGGCT-CTACCCA
CCACGCTGCCAACCACCATCCCGGGCCCGGGGCATGGCGGAGTGCGGCGGCTGCAGCTCA

* % * % % * *kxk *x *k kk kxkkkkkhkhkkk khkkk * *kkkkk * * k%

CCTG---TCCAGCATGGCTTCCTCCAATGGTCAGGGGCTGCTGTACTCTCAGCCCAGCTT
CCTG---TCCAGCATGGCTTCCTCCAATGGTCAGGGGCTGCTGTACTCTCAGCCCAGCTT
CCTCCCTCCCTCCATGGGAGCTTCCAACGGC---GGTTTGCTCTATTCGCAGCCGAGCTT

* % % * % *kk k% * kkkkk k% * % *kkkk *k *k *khkkkk *kkkx

CACTGTCAATGGCATGATCAACCC- - - -GGGCTCTGGGCAAGGCATTCACCACCATGGGC
CACTGTCAATGGCATGATCAACCC- - - -GGGCTCTGGGCAAGGCATTCACCACCATGGGC
CACGGTGAACGGCATGCTGGGCGCAGGAGGGCAGCCGGCTGGGC-TGCACCACCACGGLC

*hkk *kk *kk kkkkkkx * * * %k k * % % *khkkx Kk Kkhkkkkkkkx *x *

TCAGGGATTCCCACGACGACC---ACCACGGCGATCACGG---GCACCAGCAAG-TCTCC
TCAGGGATTCCCACGACGACC- - -ACCACGGCGATCACGG- - -GCACCAGCAAG-TCTCC
TGAGGGACGCCCACGATGAGCCACACCATGCAGACCACCACCCGCATCCGCACTCTCACC

* kkkkk  kkkkkkk kk ok *kkk k  kk kkk *kk Kk kkx *k kK
CAGGCGCAGCAACAGCACTCGC-AGCTC-~-~-~-~ CAAGG------ GGG------------ G
CAGGCGCAGCAACAGCACTCGC-AGCTC--~-~-- CAAGG------ GGG------------ G
CACAC-CAGCAACCGCCCCCGCCACCTCCCCCACAAGGCCCACCGGGCCACCCAGGLGCG
*k ok kkkkkkk kk Kk kkk Kk kkk * ok kK k * ok k *

CACCAAGATC---ACTCTGATGAGGACACCCCGACTTCAGATGACCTGGAGCAGTTTGCC
CACCAAGATC- - -ACTCTGATGAGGACACCCCGACTTCAGATGACCTGGAGCAGTTTGCC
CACCACGACCCGCACTCGGACGAGGACACGCCGACCTCAGACGACCTGGAGCAGTTCGCC

*kkkx K*x K *khkkk kkhk khkhkkhkhkkkhk khkhkkhkk Fhkkkhkk Fhkhkkhkhkhkkkhkkkhkkk kkk

AAGCAGTTCAAGCAGAGGAGGATCAAGCTGGGATTTACACAGGCGGACGTCGGGCTGGCC
AAGCAGTTCAAGCAGAGGAGGATCAAGCTGGGATTTACACAGGCGGACGTCGGGCTGGCC
AAGCAATTCAAGCAGAGGCGGATCAAACTCGGATTTACTCAAGCAGACGTGGGGCTGGCG

khkkhkkk *kkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkk *khkhkkhkkhkhkk* k% *khkhkkhkkhkkhkkx *k *k *hkkkk *hkhkkhkkkkk

CTGGGCACCCTCTATGGCAATGTCTTCTCTCAGACCACCATCTGTAGGTTCGAGGCCCTG
CTGGGCACCCTCTATGGCAATGTCTTCTCTCAGACCACCATCTGTAGGTTCGAGGCCCTG
CTTGGCACCCTGTACGGCAACGTGTTCTCGCAGACCACCATCTGCAGGTTTGAGGCCCTG

Kk hhkkkkhkhkk kk Kkhkkhkk kk khkhkkk khkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkk *hkkhkhkk *xkkkkkkkk

CAGCTGAGCTTCAAGAACATGTGCAAGCTGAAGCCTTTGTTGAACAAGTGGCTGGAAGAG
CAGCTGAGCTTCAAGAACATGTGCAAGCTGAAGCCTTTGTTGAACAAGTGGCTGGAAGAG
CAGCTGAGCTTCAAGAACATGTGCAAGCTGAAGCCTTTGTTGAACAAGTGGTTGGAAGAG

khkkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkdhkhdhhhkhhhhdhhkdhdrdhhhdrdhrdhhkdhrrdkhhhkrd *dhkdxk*x

GCGGACTCATCCTCCGGGAGCCCCACCAGTATAGACAAAATTGCAGCCCAGGGAAGGAAA
GCGGACTCATCCTCCGGGAGCCCCACCAGTATAGACAAAATTGCAGCCCAGGGAAGGAAA
GCAGACTCATCCTCGGGCAGCCCCACCAGCATAGACAAGATCGCAGCGCAAGGGCGCAAA

*k hhkkkkkkkkhkkhkkx *hk kkkhkkkhkkkhkkk *hkkkkhkkk *k *hkkkk *k k% * Kk kK

AGGAAAAAGAGAACCTCCATAGAGGTCAGCGTCAAGGGGGCTCTGGAAAGCCATTTCCTC
AGGAAAAAGAGAACCTCCATAGAGGTCAGCGTCAAGGGGGCTCTGGAAAGCCATTTCCTC
CGGAAAAAGCGGACCTCCATCGAGGTGAGCGTCAAGGGGGCTCTGGAGAGCCATTTCCTC

khkkhkhkhkkhkk * *hkhkhkhkhkhkdk hhkhkdkkx Fhkhkdkkhkdkhkhhkkdkhrdhkhkddrd *hdkkdhxrdhkkhx

AAGTGCCCGAAACCTTCAGCCCCGGAGATCACCTCCCTTGCGGACAGTTTACAGTTAGAG
AAGTGCCCGAAACCTTCAGCCCCGGAGATCACCTCCCTTGCGGACAGTTTACAGTTAGAG
AAATGCCCTAAGCCCTCGGCCCAGGAGATCACCTCCCTCGCGGACAGCTTACAGCTGGAG

*k khkkkk kk k*k kk Kkhkkhkk khkkhkkhkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkhkkhkk khkkhkhkkhkkhkhkk kkhkhkkhkkk * kk*k
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Figure IV-4. Alignement de la sonde Brn2. Alignement en nucléotides de la
séquence de la sonde Brn2 clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus

laevis et a la souris.

Clonée GTGGTTGCT - - -GCTT- - - -CTTGGTAC- AACCG - TATCTC- ACATGGTGCACACA - -CA
Laevis GTGGTTGCT- - -GCTT- - - -CTTGGTAC-AACCG-TATCTC-ACATGGTGCACACA - - CA
Souris ATGATGGCTCTGGCTTTGATCTTCATGCTAACTGETATCCCCAAATCCTGCGCCTTGCTG
**k * **k*k * %k x *kk k*k * k*kk * kkkk * * *% **xk *
Clonée AGAGCAGCCTTTACTGGAGGAGGACACAGCACCAATAGATGATCTGGATGTTCTTGAGAA
Laevis AGAGCAGCCTTTACTGGAGGAGGACACAGCACCATTAGATGATCTGGATGTTCTTGAGAA
Souris GAAGCAGCC- - - - CAGGAGGAAGGTGCTGTGACTCCTGACCTTCCAGGC - - - CTGGAGAA
*kkkkkk * kkkkkk * * % * * % * % * **k *kkk*k
Clonée AGCCAAAGGT -ATCCTGATCCGCAGTATCCTG - - GAGGGATTTCAAGAAGG - GCAACAAA
Laevis AGCCAAAGGT -ATCCTGATCCGCAGTATCCTG- -GAGGGATTTCAAGAAGG - GCAACAAA
Souris AGTCCAGGTCCGGCCAGAACGTCGAT - TCTTGAGGAAAGACCTCCAGCGTGTGCGAGGGG
** * * * *k ** * * * k*x k% * % * % **x Kk %k * k% %
Clonée ACAACAGAGATCTACCAGATGCAATGGAAATGATATCTAAGCGCCAGCACCCAGGGARAC
Laevis ACAATAGAGATCTACCAGATGCAATGGAAATGATATCTAAGCGCCAGCACCCAGGGAAAC
Souris ACCTTGGTGCTGCCTTAGATTCC-TGG- -ATCACA- - - AAACGCCAGCATCCGGGCAAAA
* % * % * *kk* * * % % ** * * *k *hkhkkhkkhkkhkkk *k *k kk*k
Clonée GATTCCAGGAGGAGATAGAAAAGAGACAAC-ACCCTGGAAAGAGGG- - - ATCTGGAAGAT
Laevis GATTCCAGGAGGAGATAGAAAAGAGACAAC-ACCCTGGAAAGAGGG- - - ATCTGGAAGAT
Souris G------ GGAGGAGA - AGGAGGAAGACGTTGAAGCCGAAGAGAGGGGAGATTTGGGAGAA
* *khkkkkhkkkkx **kx % * %k k% * * % * *kkkkx *%k *k*k *k*
Clonée CTG- -AATCTAGAGCTTTC - CAAAAGGCAACACCCCGGAAGAAGATTTGTGGATGATGTA
Laevis CTG- -AATCTAGAGCTTTC - CAAAAGGCAACACCCCGGAAGAAGATTTGTGGATGATGTA
Souris GTGGGAGCCTGGAGACCCCACAAACGACAGCACCCTGGCCGACG - - -TGCCAACCA- - -A
* % * **x *k*x * kkkk * *k kkkkk k% **x * * % * * *
Clonée GAGAAGAGGCAACATCCAGGAAAGAGAGA - AGAGGGTGACTGGAGTAGGAGGTATCTGAC
Laevis GAGAAGAGGCAACATCCAGGAAAGAGAGA - AGAGGGTGACTGGAGTAGGAGGTATCTGAC
Souris GACAAGGATTCATGGTCAGATGAGGGGGACAGTGACTGGCTGCCCCCATCC-TGGCTACC
**k *k%k * * % % **k * k% **k % **k *k%k * * * % *
Clonée AGATGACTCACGTTATTTGGACCTCC- - -TTTCTGATGTTTCC- -~ - - - AAARGACAGCA
Laevis AGATGACTCACGTTATTTGGACCTCC- - - TTTCTGATGTTTCC- - - - - - AGGAGACAGCA
Souris AGATTTCTT------ TCTGGATTCCTGGTTCTCAGATGCCCCCCAAGTCAAGCGGCAGCA
* %k x * % * Kk k k% * * k*k *kk*k * % * * kkkk*k
Clonée CCCAGGCAAAAGAGTTCCAGCCCC- - -ATTGT - - - - - - - - TTACAAAACGTCAACACCCA
Laevis CCCAGGCAAAAGAGTTCCAGCCCC- - -ATTGT- - - - - - - - TTACAAAACGTCAACACCCA
Souris CCCTGGCAGGCGA- - TCCTTCCCCTGGATGGAGTCTGATGTCACCAAGAGGCAGCATCCA
*k*k *kk*k * % * % % * k k% **x % * k% *% * k% ** k*k*
Clonée GGTAAGAGAGTGACAGA- - - - - AG----- AAGAGGGTGATACTGAATTTGAAAACTCGAA
Laevis GGTAAGAGAGTGACAGA- - - - - AG----- AAGAGGGTGATACTGAATTTGAAAACTCGAA
Souris GGCCGGAGGTTCATAGATCCTGAGCTCCAAAGAAGCTGGGAA - GAAACAGAGGGAGAGGA

* % * % % * *x kxk%k * % *kkkk *x K% * * % % * % * *x
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GGA------ AGTG- - -GGGAAGCGCCAGCATCCAGG-AAAGAGATA----- TGACCCTTG
GGA------ AGTG- - -GGGAAGCGCCAGCATCCAGG-AAAGAGATA----- TGACCCTTG
GGGTGGCTTAATGCCTGAGAAACGTCAGCATCCTGGCAAAAGGGCAGTGGGTCACCCTTG

* % * k% * kkk *kk *kkhkkkhkkkkhkk *k k*k*% * * * kkkkkk*k

Figure IV-5. Alignement de la sonde 7rh. Alignement en nucléotides de la séquence

de la sonde 7rh clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus laevis et a la

souris.
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---AGCTTCGGTCCCTGCTTGCTTCCTCTGCCTTCTTGCCTTGTCCTCAGCCTGTTACAT
TGAAGCTTCGGTCCCTGCTTGTTTCCTGTGCCTTCTTGCCCTCTCCTCAGCCTGCTACAT
----ACTACGCTCTCCGCTTGTTTCCTGAGCCTGCTGGCCTTCTCCTCCGCCTGCTACTT

%k **k k*k * *khkkkk *kkk*x kkhkkk *k *kkk Kk k*khkkkk *kkkk *kk *x

CCAGAACTGCCCCAGAGGGGGCAAAAGATCTTACCCCGACACAGAACTCCGACAGTGCAT
CCAGAACTGCCCCAGAGGGGGCAAGAGGTCCTACCCCGACACAGAACTCCGACAGTGCAT
CCAGAACTGCCCAAGAGGCGGCAAGAGGGCCATCTCTGACATGGAGCTGAGACAGTGTCT

*khkkkhkkkkkhkhkkkd *kkkkk *hkxkkx K% * * kx Kkkkx * % k* %k k ok ok kk *

GCGGTGTGGGCCTGGGAACAGAGGCAACTGCTTTGGCCCCAACATTTGTTGCGGAGAAGA
GCAGTGTGGGCCGGGAAACAGAGGCAACTGCTTCGGGCCGAACATTTGCTGCGGAGAAGA
CCCCTGCGGCCCGGGCGGCAAAGGACGCTGCTTCGGACCAAGCATCTGCTGCGCGGACGA

* **x k*x kx K%k **x kkk khkkkhkk *k *xk * K*xkk *k *hkk* * % k%

TATGGGATGTTATATCGGTACCCCCGAGACCCTCCGCTGTGTAGAAGAGAATTTTGTGCC
TATGGGGTGTTACATCGGCACCCCCGAGACCCTCCGCTGTGTAGAAGAGAACTTCGTGCC
GCTGGGCTGCTTCGTGGGCACCGCCGAGGCGCTGCGCTGCCAGGAGGAGAACTACCTGCC

*kkk *kk X * *kk kkk Kkhkkkkx * K*k K*hkkkk *k kkkkkx K * % k%

TTCTCCTTGTGAAGCTGGAGGGAGACCTTGCAGTACAGGCGGAAGATGTGCAGCCCCTGG
GTCCCCTTGTGAAGCCGGGGGGAGACCCTGCAGTACAGGCGGAAGGTGTGCAGCCCCCGG
CTCGCCCTGCCAGTCCGGCCAGAAGCCCTGCGGGAGCGGGGGCCGCTGCGCCGCCGETGGG

** **x K% * * k% * % *%k kkkx * K * % k* * k% kk Kkkx * %

AATCTGCTGCAATGATGACAGTTGCAGTTTGGACTCTGCCTGCCTGGATGATGAGAGTGA
AATCTGCTGCAATGACGAGAGTTGCAGTTTGGACTCGGCCTGCCTGGACGACGAGAGCGA
CATCTGCTGCAGCGACGAGAG-----------------~- CTGCGTGGCCG----------

kkhkkkkkkkk*x % k% k% *kk*k *k%k *

TAGGCGGCGGGTGCC- - -GGAAAAGAACATGACCGTAATGGATGGCTCAGCCAGTGATTT
AMAGGCGGCGGGCGCCACTGGAAAAGAACACGACCGTCATGGACGGCTCAGCCAGCGACTT

-AGCC- -CGAGTGCC----—=------- ACGAC- - - —mmmmmmmmmmm e - GGTTT
* % * *% * **k% * kk*k * * %

TCTCCTGCGGCTCATGCATATGGCCAACAGGCAACAGCAAGCCAAGCACCA--ATACTAC
TCTCCTGCGGCTTATGCACATGGCTAACAGACAACAGCAAGCCAAGCACCA--ATACTAC
TTTC---CGCCTCACCCGC---GCT--CGGG-------~ AGCCAAGCAACGCCACACAGC

* k% ** k% * * * % * *x kkhkkkkhkkkkx * * k% *
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Figure IV-6. Alignement de la sonde Avp. Alignement en nucléotides de la séquence

de la sonde Avp clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus tropicalis et a la

souris.
Clonée -AATTCGAAGTTCCAGCTGTGGGTGTCTACAGGAATCCTACTGGTGTCTCT--CCTCC--
Laevis -AATATGAAGTTCCAGCTGTGGGTGTCTACAGGAATCCTACTGGTGTCTCT--CCTCC--
Souris TAACATGCGGCTGCGGCTGCTGGTGTCCGCGGGCATGCTGCTGGTGGCTCTGTCGTCCTG
* % * * * k% *kk* * % k k k% * *k kk kk *kkkhkk*k K*khkkx * Kk k%
Clonée CCTGCCATG-AGTGCCGAGCTTT-CATTAAATCC------ CCAGCATCTT----------
Laevis CCTGCCATG-AGTGCCGAGCTTT-CATTAAATCC------ CCAGCATCTT----------
Souris CCTGCCTTGCAGGGCCCTGCTCAGCAGGGGATCCGTCCCCCGAGLCGLCCGLaGaGaGLeeeaea
*kkkkkkx *k **k *kx * % % * % * % % % * k k% *
Clonée -CTCCTGGAGCTCTC-CTGCCTGCTCTGTCCAATT - - -CCCAGCCCTTTTTACTGCGAAT
Laevis -CTCCTGGAGCTCTC-CTGCCTGCTCTGTCCAATT - - -CCCAGCCCTTTTTACTGCGAAT
Souris GCCCTTGAATTTCTTGCAGCCGGAGCAGCCCCAGCAACCTCAGCCGGETTCTGATCCGCAT
* * ** *x * % % * kk*x *x * * k% *x * kkk kK **x X * **k k%
Clonée GGGAGAAGAGTATTTCCTACGTCTAGGTACTCTC--CATAAGC-------------- ATT
Laevis GGGAGAAGAGTATTTCCTACGTCTAGGTAATCTC--CATAAGC------—-=-—-=-—---- ATT
Souris GGGTGAAGAATACTTCCTCCGCCTGGGGAATCTCAACAGAAGTCCCGCTGCTCGGCTGTC
* % % * k k k% * % *k k k% * % * % * % * * % k% * % * % % *
Clonée CCCCAG------ GCTCGTTTCC- - - - - - TGAGGCATCTGCT -~ = === == ——m o m = — = =
Laevis CCCCAG------ GCTCGTTTCC------ TGAGGCATCTGCT-------------------
Souris CCCCAACTCCACGCCCCTCACCGCGGETCGCEGCAGCCGCCCCTCGCACGACCAGGCTGC
* % % % % **x * % * % * *kk*k * k%
Clonée -GGTAACTTTGT--AAGAGCTG-TACAGCAACTGCAGG- - -CTCAGCAGTGG---AGCAG
Laevis -GGTAACTTTGT- -AAGAGCTG-TACAGCAACTGCAGG- - -CTCAGCAGTGG- - -AGCAG
Souris GGCTAACTTTTTCCGCGTGTTGCTGCAGCAGCTGCAGATGCCTCAGCGCTCGCTCGACAG
* *kkkkkk * * k **k Kk *hkkkk *hkkkkx * %k Kk k %k % * % * % %
Clonée CCAGCCAG- - - -GGATGAGAGCGGCATCTTTGGATGGAGCAGACAGCCCTTACAGTGCTC
Laevis CCAGCCAG- - - -GGATGAGAGCGGCATCTTTGGATGGAGCAGACAGCCCTTACAGTGCTC
Souris CCGCGCGEAGCCGGCCGAACGCGGECGCC- - - - - - - - GAG- -GAT-GCCCT- - CGGTGGCC
* % * % * % * % * %k k% % * * % % * % * % % % % * k k% *
Clonée AGGAAGATCCCACAGAAAAAGCAAAGCGTGCAGAAGAGCCTCCCATTTCCCTGGATCTGA
Laevis AGGAAGATCCCACAGAAAAAGCAAAGCGTGCAGAAGAGCCTCCCATTTCCCTGGATCTGA
Souris ACCAGGGGGCGCTGGAGAGGGAGAGGCGEGTCGGAGGAGCCGCCCATCTCTCTGGATCTCA
* * % * * % * * * Kk k* * kk *hkkhkkk *hkkhkkk *k *kkkhkkhkkkk *
Clonée CTTTTCACTTGCTCCGTGAAGTCTTAGAAATGGCAAGAGCTGAGCAAATAGCCCAGGATC
Laevis CTTTTCACTTGCTCCGTGAAGTCTTAGAAATGGCAAGAGCTGAGCAAATAGCCCAG----
Souris CCTTCCACCTTCTGCGGGAAGTCTTGGAAATGGCCCGGGCAGAGCAGTTAGCTCAG----

* kk kkk * *kk *kk *khkkkhkkkhkkk *hkkkkkk*k * k**k kkkk*k *kk*k Kkk*k
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Figure IV-7. Alignement de la sonde Cri. Alignement en nucléotides de la séquence
de la sonde Crh clonée chez le Xenopus laevis comparée au Xenopus laevis et a la

souris.






