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Sommaire

Les facteurs de transcription 8 homéodomaine forment une grande famille de
protéines impliquées de fagon souvent importante lors des différentes étapes du
développement embryonnaire. Ces facteurs de transcription sont la plupart du temps
exprimés dans des structures précises de 1'embryon en développement et I'étude de
leur patron d'expression contribue a déterminer quelles sont leurs cibles
transcriptionnelles. Pitx3, troisiéme membre de la sous-famille Pitx, ne fait pas
exception a cette régle. Son patron d’expression au cours du développement a été
mieux défini dans le cadre de ce projet. Ainsi, des trancrits du gene Pitx3 ont été
détectés dans certains dérivés des crétes neurales, plus précisément 1’oeil et le
cartilage nasal. Pitx3 est aussi exprimé dans tous les muscles squelettiques
(exprimant MyoD) a partir du jour E11.5, ce qui suggere que Pitx3 pourrait avoir un
role a jouer au cours de la différenciation musculaire. Enfin, le premier site
d’expression qui a retenu notre attention fut sans contredit les neurones
dopaminergiques du mésencéphale, neurones qui se retrouvent dans la substance
noire. Ce groupe de neurones a été étudi¢ de fagon soutenue de part son implication
dans la maladie de Parkinson. Cette maladie est par ailleurs causée par une
dégénérescence des neurones au sein de la substance noire. Au cours du
développement de la souris, Pitx3 apparait dans les précurseurs des neurones
dopaminergiques du mésencéphale une demi-journée avant la tyrosine hydroxylase,
I’enzyme limitante de la voie de synthése de la dopamine. Cette concordance nous a
mené a poser ’hypothése selon laquelle Pitx3 serait un régulateur transcriptionnel de

la tyrosine hydroxylase. Dans le but de vérifier cette hypothese, des expériences de
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transfections transitoires dans différentes lignées cellulaires ont été effectuées. Nous
avons ainsi démontré que Pitx3 activait le promoteur de la tyrosine hydroxylase. Des
expériences de mutagenese dirigée ont montré qu’un site du promoteur, situé a -319
pb était essentiel pour observer cette activation. Enfin, des expériences
complémentaires de liaison in vitro ont démontré que Pitx3 liait spécifiquement ce
site du promoteur avec une haute affinité. La tyrosine hydroxylase constitue donc la
premicre cible transcriptionnelle identifiée pour Pitx3, ce qui suggere une
implication de ce facteur de transcription dans la différenciation et/ou le maintien des

neurones dopaminergiques du mésencéphale.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION

1.1 Généralités

L’expression correcte des geénes dans les divers groupes de cellules de
I’organisme est un processus complexe mais nécessaire au bon fonctionnement de
celui-ci. La création de la diversité cellulaire au cours du développement exige un
controle serré de I’expression des geénes spécifiques de ces cellules et constitue donc
un défi pour la compréhension que 1’on a des étres vivants. Plusieurs genes
participent a I’acquisition de la diversité des structures de I’embryon au cours de son
développement. Certains types de molécules semblent y étre plus fréquemment
impliqués que d'autres. Les facteurs de transcription 8 homéodomaine en sont un bon

exemple.

1.2 Facteurs de transcription 2 homéodomaine

L'homéodomaine est un domaine protéique trés conservé comportant 3
hélices a séparées par de courtes boucles . Sa structure s'apparente, quoique de
facon assez €loignée, a un domaine protéique bactérien liant 'ADN, le "helix-turn-
helix" (Laughon et Scott 1984;Qian et al. 1989;Wolberger et al. 1991;Kissinger et al.
1990). 11 est donc tres rapidement apparu que les molécules de ce type liaient des
séquences spécifiques d'ADN (Desplan et al. 1985;Hoey et Levine 1988;Desplan et
al. 1988), ce qui leur permettait de participer au contréle de l'expression de genes-
cibles en tant que facteurs de transcription (Jaynes et O'Farrell 1988;Winslow et al.
1989;Krasnow et al. 1989;Driever et Nusslein-Volhard 1989). A ce jour, un nombre
impressionnant d'homéoprotéines ont été répertoriées tant chez la levure et les
plantes que dans le régne animal (Shepherd et al. 1984;McGinnis et al.

1984;Duboule 1994).



Les études de la structure de 'homéodomaine ont contribué a 1'identification
des acides aminés essentiels a la formation de cette structure, mais aussi a la capacité
de liaison a I'ADN de I'homéodomaine. En effet, la nature de quelques acides aminés
(sur les 60 que compte ce domaine) trés conservés dans les différents
homéodomaines font en sorte que ceux-ci lient le site consensus TAATXX.
L'idendité des deux derniers nucléotides du site de liaison est déterminée en majeure
partie par l'acide aminé situé a la position 50 de I'noméodomaine, situé dans la 3°
hélice a (Treisman et al. 1989;Hanes et Brent 1989;Gehring et al. 1994). Celui-ci
est en général basique, quoiqu'il existe a ce niveau des exceptions encore peu
caractérisées (Homéodomaines atypiques de la classe TALE, dont 1'acide aminé en
position 50 est souvent neutre, mais dont I'noméodomaine comporte aussi d'autres

particularités (Burglin 1997;Duboule 1994)).

1.2.1 Classification des homéoprotéines: familles paired et bicoid

Les premiers efforts de classification des homéoprotéines ont fait
appel a I'nomologie relative des séquences de ces homéoprotéines, mais aussi a la
conservation d'autres domaines protéiques a l'extérieur de 1'homéodomaine. Les
domaines POU, Lim, Paired, les doigts de zinc ainsi que I'hexapeptide (génes hox) se
retrouvent chez plusieurs membres des différentes familles d'homéoprotéines. En
général, les membres d'une méme famille ont des séquences trés conservées, en
particulier au niveau de I'homéodomaine. Ainsi, les différents membres d'une méme
famille possédent une spécificité de liaison a 'ADN trés semblable puisqu'ils
possédent le méme acide aminé en position 50 de leur homéodoamine. Ainsi, la
majorité des homéodomaines possédent une glutamine en position 50 de leur
homéodomaine et lient de préférence la séquence concensus TAATGG. Par contre,
les homéoprotéines de la famille POU posseédent une cystéine a cette position, alors

que les paired, ont quant a eux une sérine. D'autres homéoprotéines possedent une



histidine (cuf) ou une lysine (bicoid) a cette position. Les homéodomaines lient en
général I'ADN sous forme monomérique a l'exception des membres de la famille
paired qui eux lient sous forme de dimeére une séquence palindromique du site
consensus répétée. Dans ce dernier cas, l'identité de I'acide amnié en position 50
dans 'homéodomaine (sérine) a aussi de l'importance pour la formation de dimeres
coopératifs; puisque son remplacement par une lysine élimine presqu'entiérement sa
capacité de lier 'ADN sous forme dimérique (Wilson et al. 1993;Wilson et al. 1996).

Les membres de la sous-famille Pitx possédent une lysine en position
50 de leur homéodomaine et sont donc trés proches des homéoprotéines de la famille
bicoid pour ce qui est de leur spécificité de liaison a I’ADN. Toutefois, la structure
générale de leur homéodomaine comportent plus de similarités avec les
homéodomaines de la famille paired (a 1'exception de la lysine a la place de la sérine
en position 50 dans I'homéodomaine) qu'avec celui de bicoid. Ainsi, les protéines a
homéodomaine Pitx forment une sous-famille distincte dont seuls les membres de la
sous-famille Otx sont apparentés. En effet, ’homéodomaine des membres de ces
deux sous-familles sont de type paired, mais avec une spécificité de liaison a ’ADN
caractéristique de bicoid (site concensus TAATCC). Les membres des sous-familles

Pitx et Otx lient I'ADN sous forme de monomere (Lamonerie et al. 1996).

1.2.2 Role des protéines a homéodomaine

En tant que facteurs de transcription, les homéoprotéines sont
impliquées dans le contrdle de l'expression des genes. Au cours du développement,
leur patron d'expression est souvent assez restreint et précis ce qui leur permet

d'exercer un contréle dans la différenciation cellulaire et tissulaire de 1'organisme.



1.2.2.1 Pitx1 et 2

Le "pituitary homeobox 1", ou Pitx1, a été cloné initialement
en tant que facteur de transcription spécifique a I'hypophyse participant au controle
transcriptionnel de l'expression de la pro-opiomélanocortine (POMC) au sein de la
lignée corticotrope (Lamonerie et al. 1996;Szeto et al. 1996). Depuis, il a été
démontré¢ que Pitxl participait a l'activation de plusieurs autres promoteurs
hypophysaires dans d'autres lignées cellulaires provenant de 1'hypophyse (Tremblay
et al. 1998;Szeto et al. 1996), ou il est également exprimé au cours du
développement de méme que chez I’adulte (Lanctét et al. 1999a). Au cours du
développement de la souris, son expression est détectée de fagon précoce (2 partir du
jour E8) au niveau du stomodeum, puis de la 1™ arche branchiale et de leur dérivés
respectifs. Pitx1 est également exprimés dans le mésoderme latéral qui formera les
membres postérieurs (Lanctot et al. 1997). Son inactivation a particuliérement mis
en évidence son importance pour la formation de la mandibule et des membres
postérieurs (Lanctét et al. 1999b;Szeto et al. 1999).

Pitx2 a été identifié en tant que géne responsable du syndrome
de Rieger chez I’humain (Semina et al. 1996). Pitx2 posse¢de sensiblement les mémes
capacités transcriptionnelles que Pitx1 et contribue a l'activation de la transcription
de plusieurs geénes encodant des hormones hypophysaires (Drouin et al.
1998;Tremblay et al. 2000). Pitx2 est en effet lui aussi détecté dans plusieurs lignées
hypophysaires, a l'exception toutefois de la lignée corticotrope (Drouin et al.
1998;Gage et al. 1999a). Récemment, le role d'un isoforme de ce facteur (Pitx2c)
dans 1'établissement de 1'axe gauche-droite au niveau des organes internes a ét€ mis
en évidence (Ryan et al. 1998;Yoshioka et al. 1998;Logan et al. 1998;Piedra et al.
1998;Schweickert et al. 2000), revus dans (Harvey 1998).

Les expériences effectuées avec Pitx1 et 2 ont montré que ces

facteurs peuvent interagir avec plusieurs types d’activateurs transcriptionnels. Dans



ce cas, leur effet est souvent synergique, c’est-a-dire que 1’activation obtenue par les
deux facteurs ensembles est supérieure a 1’addition des activations produites par
chacun des facteurs seul. Ainsi, Pitx1 est capable d’interagir avec SF-1 (récepteur
nucléaire orphelin) et Egr-1 (protéine a doigts de zinc) (Tremblay et Drouin
1999;Tremblay et al. 1999), ainsi qu'avec Panl (bHLH) (Poulin et al. 2000). Pitx1
est capables d'activer différents génes-cibles de fagon synergique avec ces facteurs.
Les différents Pitx sont particulierement bien conservés au niveau de
I’homéodomaine. Il est donc probable que tous les membres de cette famille soient
capables des mémes interactions lorsque celles-ci se font via 1’homéodomaine,
comme dans le cas de [linteraction Pitx1-Panl. Cependant, les interactions
impliquant des régions a I’extérieur de 1’homéodomaine ont moins de chances de se
retrouver chez les autres Pitx puisque ces régions y sont nettement moins bien
conservées. Néanmoins, les connaissances acquises par 1’étude de Pitx1 et 2 peuvent
aussi étre utiles pour formuler des hypothéses quant aux mécanismes par lesquels

Pitx3 participe a I’activation de la transcription de ses genes-cibles.

1.2.2.2 Pitx3

Pitx3 a été cloné dans le cerveau grace a son homologie avec
les protéines a homéodomaine de type paired. Au niveau du cerveau, Pitx3 est
exprimé uniquement dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale alors que
son expression dans le reste de 'embryon est détectée dans plusieurs tissus (Smidt et
al. 1997). Récemment, Pitx3 a été impliqué dans I'ASMD (anterior segment
mesenchymal dysgenesis) ainsi que dans des cas de cataractes congénitales. (Semina
et al. 1998). Chez la souris, Pitx3 a été¢ impliqué dans la mutation Aphakia. Une
mutation du promoteur de Pitx3, causant une perte d’expression drastique de son
expression en serait la cause. Les souris Aphakia ont principalement des probléemes

au niveau du développement de 1’oeil, ou Pitx3 est également exprimé (Semina et al.



2000;Semina et al. 1996). Cependant, contrairement a Pitx1 et Pitx2, Pitx3 n’est pas
exprimé dans 1’hypophyse et porte donc bien mal son nom. Il semble lui aussi avoir
les mémes propriétés transcriptionnelles que les deux autres Pitx, mais il est certain
que ses cibles transcriptionnelles sont différentes de part son patron d'expression
distinct. Afin d’évaluer le r6le possible de Pitx3 au cours du développement, il fut
donc décidé d’établir de fagon détaillée son patron d’expression dans ’embryon de
souris. Comme pour tous les geénes ayant une implication au cours du
développement, non seulement était-il important de connaitre dans quelles structures
ce gene était exprimé, encore fallait-il aussi savoir 2 quel moment. En effet, le temps
a une place prépondérante lorsqu’on étudie les événements liés au développement.
En effet, 'embryon subit des transformations morphologiques et fonctionnelles
drastiques sur de courtes périodes de temps, au fur et & mesure que les différentes
structures apparaissent et que les organes se forment. Il existe également des
structures présentes transitoirement durant des périodes limitées du développement
et dont les tissus ou organes qui en dérivent n’ont pas réellement de ressemblance
avec les structures de départ. Deux exemples frappants sont les somites et les crétes

neurales.

1.3 Les structures transitoires de ’embryon
1.3.1 Le somite

1.3.1.1 Origine et lignage cellulaire

Les somites sont des structures segmentées qui sont formées
dans l'embryon suite & une condensation du mésoderme paraxial de part et d'autre du
tube neural. Les somites les plus rostraux sont formés en premier, suivis
graduellement des somites plus caudaux. Ils sont ensuite rapidement compartimentés
suite & leur polarisation en réponse a des signaux provenant de leur environnement.

La partie ventrale du somite deviendra ainsi le sclérotome, alors que la partie dorsale



donnera lieu au dermomyotome. Les cellules du sclérotome deviennent par la suite
mésenchymateuses, puis forment finalement le squelette axial: le corps des
vertébres, les arches neuraux ainsi que les cotes. Le destin des cellules du
dermomyotome est plus diversifié; ces cellules donneront lieu a deux lignées de
cellules musculaires distinctes ainsi qu'a des cellules épithéliales. Ce sont les cellules
situées dans la partie centrale du dermomyotome qui vont effectivement former le
derme du dos. Les cellules de chaque extrémité du dermomyotome vont produire les
deux lignées de cellules musculaires squelettiques de I'embryon. La portion la plus
médiane du dermomyotome produira donc les cellules des muscles hypaxiaux, c'est-
a-dire les muscles du dos, les muscles axiaux ainsi que les muscles intercostaux. Les
cellules situées a l'extrémité latérale du dermomyotome produiront quant a elles les
muscles épaxiaux. Ceux-ci incluent les muscles des parois abdominales et latérales
de I'embryon, mais aussi les muscles des membres (muscles appendiculaires) (Currie

et Ingham 1998).

1.3.1.2 Différenciation et marqueurs moléculaires

Les différents signaux impliqués dans la différenciation des
somites ainsi que des marqueurs moléculaires associés aux différentes lignées qui en
dérivent commencent a étre connus. La polarisation des somites selon 1'axe dorso-
ventral implique Sonic Hedgehog (Shh) (Johnson et al. 1994;Fan et al. 1995). En son
absence, les dérivés du sclérotome sont tout simplement absents (Chiang et al. 1996).
Bien qu'il ne semble pas essentiel au développement du dermomyotome, Shh est
tout-de-méme capable d'induire MyfS, un marqueur du dermomyotome médian
(Cossu et al. 1996a;Borycki et al. 1999). Les cellules du sclérotome expriment
scleraxis ou Paxl, ce qui différencie les cellules qui donneront lieu au corps des
vertebres de celles qui formeront les disques intervertébraux, respectivement

(Deutsch et al. 1988;Cserjesi et al. 1995). Les cellules du dermomyotome, en plus de
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pouvoir étre influencées par Shh, regoivent des signaux Wnt (1, 3 ou 4) de la partie
dorsale du tube neural (Ikeya et Takada 1998;Stern et al. 1995). Des signaux BMP4
proviennent également du tube neural dorsal, en plus des signaux originant de
l'ectoderme sus-jacent que 1'on soupgonne étre des signaux Wnt (Wnt-11). Enfin, le
mésoderme latéral produit également des signaux BMP4 qui influenceront les
cellules du dermomyotome latéral. BMP4 a un effet répresseur sur la différenciation
musculaire. Son effet est contrecarré par Noggin qui lui-méme est induit en réponse
aux signaux Shh et Wnt (Hirsinger et al. 1997;McMahon et al. 1998;Reshef et al.
1998;Marcelle et al. 1997;Tajbakhsh et Cossu 1997).

Les cellules du dermomyotome expriment Pax3 tot durant le
développement. Pax3 est également exprimé dans le tube neural lors du
développement. Cependant, une surexpression importante de Pax3 dans le tube
neural peut y produire des myoblastes (Maroto et al. 1997). On soupgonne en effet
Pax3 d'agir différemment selon l'intensit¢é de son expression. Il est exprimé
modérément en temps normal dans le tube neural dorsal, alors que son expression est
beaucoup plus importante dans le dermomyotome. Le fait que Pax3 soit exprimé
fortement dans les précurseurs musculaires en migration laisse croire que ce facteur
empécherait ces cellules d'amorcer leur différenciation trop rapidement tout en
participant a leur détermination musculaire. Une fois ces cellules arrivées a leur site
d'implantation, elles peuvent amorcer le programme de différenciation musculaire.
Celui-ci est caractérisé par l'expression successive de facteurs de transcription de
type hélice-boucle-hélice qui induiront finalement la différenciation musculaire. Ces
bHLH myogéniques sont: MyfS5, MyoD, MRF4 et myogénine. Myf5 et/ou MyoD est
(sont) exprimé(s) en premier lieu, suivis de MRF4 et de la myogénine. Ces facteurs
sont capables d'induire un phénotype musculaire dans bon nombre de types

cellulaires. Ils sont donc capables d'induire I'expression des génes caractéristiques du
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muscle: myosine, actine squelettique, etc. Les précurseurs musculaires hypaxiaux
expriment en premier lieu Myf5, alors que les précurseurs épaxiaux expriment quant
a eux MyoD et Siml. Ce dernier est un autre facteur de type bHLH dont on ne
connait pas encore la fonction (Currie et Ingham 1998;Tajbakhsh et Cossu

1997;Cossu et al. 1996b;Maire et Spitz 1997).

1.3.1.3 Somitomeéres: muscles et ossature de la téte

Tous les muscles squelettiques du tronc et des membres
dérivent des somites. Cependant, il n'y a pas de somites dans la téte, bien que celle-ci
comporte de nombreux muscles squelettiques. La langue et certains muscles du cou
dérivent de la corde hypoglossale, qui elle-méme dérive des somites les plus
rostraux. Bien que la téte ne comporte pas de somite en tant que tel, le mésoderme
paraxial qui s'y trouve se condense tout-de-méme de chaque c6té du tube neural,
mais ne se segmente pas. Ces condensations, nommées somitomeres, se divisent en
parties dorsale et ventrale, tout comme les somites. La partie ventrale donnera lieu a
certaines structures osseuses de la téte, alors que la partie dorsale formera les
muscles squelettiques de la téte. Les somitomeéres, contrairement aux somites, ne
produisent pas de derme. Il est aussi intéressant de constater que Pax3 n'est pas
exprimé dans les somitomeres, ce qui ne les empéchent pas d'exprimer les bHLH

myogéniques et de produire du muscle squelettique (Noden et al. 1999).

1.3.2 Les cellules des crétes neurales

Les cellules des crétes neurales originent des bourrelets neuraux
formés aux extrémités dorsales du tube neural en cours de formation. Une fois le
tube neural refermé, ces cellules vont migrer de chaque c6té du tube neural pour aller
former des structures trés variées dans 'organisme. Il existe deux grandes voies de

migration pour ces cellules. Certaines de ces cellules migreront de fagon dorso-
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latérale et vont donc passer du c6té dorsal des somites. Ces cellules contribueront a
la formation du derme du dos. La deuxieme voie de migration est ventro-médiale.
Dans ce cas, les cellules longent le tube neural et atteignent la partie ventrale de
I'embryon. Ces cellules formeront tout le systéme nerveux périphérique (sensoriel,
sympathétique et parasympathique) ainsi que plusieurs autres structures discretes
(certains endothéliums, les valves cardiaques, etc.). Au niveau de la téte et du cou,
les dérivés des crétes neurales sont plus variés; une bonne partie des os de la téte et
du cou sont de cette origine, ainsi que les tendons des muscles. Le cartilage du nez,
les yeux, les glandes thyroide et parathyroide ainsi que le thymus originent
également de ces cellules. Treés peu de marqueurs sont connus pour les cellules des
crétes neurales et l'identité des morphogenes qui les influencent est peu connue, a
I'exception de Wntl qui est trés important pour l'expansion de ces cellules (Ikeya et
al. 1997). On sait aussi que ces cellules ont une trés grande plasticité au cours de leur
développement ce qui suppose que les signaux qu'elles recoivent de leur
environnement sont en grande partie responsables de leur destin final. Comme ces
cellules originent du tube neural et migrent prés de celui-ci (voie de migration
ventro-latérale) ou de I'ectoderme dorsal (voie de migration dorso-latérale) ainsi que
des somites (partie dorsale ou partie médiane, selon la voie de migration utilisée), on
peut supposer que des signaux provenant de ces structures influencent le destin de
ces cellules au cours de leur développement précoce (Le Douarin 1982;Anderson

1997).

1.3.3 Expression de Pitx3

Avant que le patron de Pitx3 n'ait été analys¢ de fagon extensive et
que 'on se rende compte qu'il est exprimé dans le muscles squelettique et certains
dérivés de crétes neurales (1° manuscrit de ce mémoire), c'est surtout son expression

dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale qui a capté 1’attention. En
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effet, Pitx3 apparait dans les précurseurs de ces neurones au jour E11, soit une demi-
journée apres Nurrl et une demi-journée avant la tyrosine hydroxylase (TH), enzyme
limitante de la voie de syntheése de la dopamine (Smidt et al. 1997). C’est donc son
implication potentielle au cours du développement neuronal qui a été étudiée en

premier lieu.

1.4 Développement du systéme nerveux central

1.4.1 Origines de la diversité

La complexité du systéme nerveux central provient essentiellement de
la diversité des cellules qui le composent. Cette diversité phénoménale a plusieurs
origines au cours du développement et des mécanismes trés variés en sont
responsables. Au cours de I'embryogenese, les précurseurs neuronaux vont devoir
sélectionner un certain nombre d’entre eux qui deviendront réellement des cellules
nerveuses et non des cellules épithéliales. Des mécanismes semblables pourraient
¢galement étre impliqué lors de la sortie du cycle cellulaire, qui ne s’effectue pas en
méme temps pour tous les neurones et doit étre réglée précisément dans le temps.
Les neurones doivent aussi exprimer les molécules qui leur sont nécessaire pour leur
fonction: neurotransmetteurs ou enzymes de biosynthése ainsi que récepteurs et
canaux membranaires appropriés. Enfin, les cellules neuronales produisent des

axones qui devront migrer aux bons endroits afin d’atteindre les cibles appropriées.

1.4.2 Origine du systéme nerveux central

Le développement du systéme nerveux commence tout d'abord par la
formation de la plaque neurale. Celle-ci se délimite dans l'ectoderme notamment
grace a des mécanismes d'inhibition latérale (Systéme Notch-Delta). Ensuite, cette
plaque neurale s'invagine en une gouttiére neurale qui finit par se refermer pour

produire le tube neural. La partie la plus rostrale du tube neural se replie sur
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elle-méme de telle sorte qu'elle donne finalement lieu aux différentes structures du
cerveau. Simultanément a la neurulation, la notocorde (mésoderme axial) produit des
signaux qui induiront les cellules gliales du centre de la plaque neurale a former une
structure appelée plancher du tube neural. Cette structure se situe en effet a
I'extrémité ventrale du tube neural. Une structure semblable existe également a
l'extrémité dorsale du tube neural. Ce plafond du tube neural est induit par
l'ectoderme aux deux extrémités latérales de la plaque neurale pendant la
neurulation. Ces deux structures (plancher et plafond du tube neural) vont par la
suite produire des signaux trés importants lors de la polarisation du tube neural selon

l'axe dorso-ventral (section 1.4.3.2) (Hemmati-Brivanlou 2000).

1.4.3. Ktablissement des axes et spécification du phénotype
neuronal
1.4.3.1 Axe antéro-postérieur
L’établissement de 1’axe antéro-postérieur du tube neural est
indissociable de la neurulation elle-méme. En effet, les études effectuées chez le
Xénope ont montré que deux sources de signaux distincts contribuaient a la
polarisation du tube neural selon ’axe antéro-postérieur. La premiére source de
signal est le mésoderme situé sous ’ectoderme. Celui-ci sécréte des signaux qui
contribuent a spécifier la plaque neurale sus-jacente selon sa position au sein de
I’axe antéro-postérieur. La deuxiéme source de signaux est 1’organisateur de
Spemann lui-méme, qui sécrete des signaux caudalisant. Comme les précurseurs qui
formeront les structures les plus antérieures du tube neural sont les plus éloignées de
I’organisateur, ce sont également eux qui sont le moins exposés a ces signaux

caudalisant (Hemmati-Brivanlou 2000).
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1.4.3.1.1 Tronc et rhombencéphale

Les neurones du tronc et des rhombomeres cadrent
bien dans le modele classique de la spécification des précurseurs neuronaux
expliquée ci-haut. Les rhombomeres, c'est-a-dire les structures qui donneront lieu au
rhombencéphale, constituent un des derniers vestiges de segmentation chez les
vertébrés. Les patrons d'expression dans ces structures rappellent étrangement ceux
des molécules responsables de la spécification des segments de la Drosophile. Les
genes Hox sont également exprimés au niveau des rhombomeres, tout comme dans
le tronc sur toute sa longueur. Il est en effet connu que la combinaison des genes
exprimés a des niveaux distincts selon l'axe antéro-postérieur est différentes d'un
niveau a l'autre et est responsable du '"patterning" de plusieurs structures de
I'embryon selon cet axe, y compris le tube neural. Les genes Hox sont exprimés dans
le mésoderme adjacent au tube neural, mais on ne connait pas encore les mécanismes
utilisés pour médier leur effet dans le tube neural (Hemmati-Brivanlou

2000;Lumsden et Krumlauf 1996;Sasai et De Robertis 1997).

Néanmoins, chez les vertébrés, le systtme nerveux
central a évolué de telle sorte que le cerveau a pris une ampleur toujours croissante
au cours de I’évolution. La spécification des précurseurs neuronaux de ces régions,
du moins ce que I’on en comprend, se fait de fagon passablement différente que dans

les régions plus caudales.

1.4.3.1.2 Télencéphale et diencéphale

La partie la plus rostrale du systeme nerveux central,
qui inclut le télencéphale et le diencéphale, a une organisation différente de celle des
parties plus caudales. Deux modeles prévalent quant a la compartimentation de ces

structures. L’une met en cause des séparations physiques produisant quatre
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neuromeres au sein du diencéphale (Figdor et Stern 1993). L’autre fait plut6t appel a
I’expression restreinte de plusieurs facteurs de transcription (Nkx2.1, Nkx2.2, DIx2,
Gbx2 et Otx2) dans ces structures, ce qui meéne a 1’identification de six prosomeres
(Puelles et Rubenstein 1993;Rubenstein et al. 1994) dans le diencéphale et le
télencéphale. Comme la derniére hypothése semble la plus accessible et plus facile a
intégrer dans les modeles actuels, elle est la plupart du temps préférée a celle faisant
appel a des barriéres physiques dont on ignore tout de la nature jusqu’ici. Cependant,
bien peu de données sont disponibles pour distinguer laquelle des deux hypotheses

représente le mieux la réalité.

1.4.3.1.3 Mésencéphale

Le mésencéphale se retrouve entre le diencéphale et le
rhombencéphale. Son positionnement ainsi que celui de la partie la plus rostrale du
métencéphale au sein du tube neural dérive essentiellement du positionnement de la
barriére mésencéphale/métencéphale (MHB). Cette structure discréte du tube neural
joue le role d’un véritable organisateur pour cette région. Au cours du
développement, le positionnement de cette barriere se fait simultanément a la
formation du tube neural lui-méme. C’est la frontiére entre les régions exprimant
Otx2 et Gbx2, deux facteurs de transcription a homéodomaine, qui correspond a
Pextrémité caudale de cet organisateur. Otx2 est exprimé dans tout le télencéphale,
diencéphale et mésencéphale, incluant I’organisateur (Simeone et al. 1993).
L’expression de Gbx2 commence caudalement a celle de Otx2 et inclus le
rhombencéphale et continue un peu plus caudalement pour inclure le troisieme
rhombomeére (Niss et Leutz 1998). Bien que la concordance entre ces patrons
d’expression et la position de l’organisateur ait depuis assez longtemps laissé
présager un rdle pour Gbx2 et Otx2 dans son positionnement (von Bubnoff et al.

1996), ce n’est que récemment que cela a été démontré clairement.
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(Hidalgo-Sanchez et al. 1999;Millet et al. 1999;Broccoli et al. 1999). Par la suite, un
grand nombre de geénes sont induits dans cette région afin de former 1’organisateur.
On voit rapidement apparaitre 1’expression de FGF8 et Wnt-1, qui encodent tous
deux une protéine sécrétée. Viennent ensuite plusieurs facteurs de transcriptions;
Enl et 2, ainsi que Pax 2 et 5 (Joyner 1996). Bien que cela constitue le modele
généralement accepté, 1’ordre méme d’apparition de ces facteurs est tout-de-méme
remis en doute (Shamim et al. 1999). Les différentes expériences d’expression
ectopique ou d’inactivation de ces différents génes ont également donné des résultats
parfois déroutants. Ainsi, FGF8 exprimé ectopiquement, en plus de pouvoir a lui seul
induire un mésencéphale (Crossley et al. 1996), est aussi capable de modifier en
conséquence 1’expression de Gbx2, d’Otx2 et des autres génes de 1’organisateur (Liu
et al. 1999;Martinez et al. 1999;Lee et al. 1997a), directement ou via des
intermédiaires (Adams et al. 2000). L’inactivation de FGF8 chez la souris est 1étale
trop tot pour que ’on puisse savoir quelles en seraient les conséquences dans le
développement neural (Sun et al. 1999). Par contre, 1’inactivation de Wnt-1 a montré
que ce gene €tait essentiel au développement du mésencéphale, qui est par ailleurs
complétement absent chez les souris mutantes (Thomas et Capecchi 1990;McMahon
et Bradley 1990). Enfin, Enl a aussi été identifié comme cible de Wntl (McMahon
et al. 1992;Danielian et McMahon 1996). Cependant, différentes expériences
d’expression ectopiques (greffes de tissus, implantations de billes recouvertes
d'inducteurs ou création de souris transgéniques) ont montré que: Enl pouvait
induire FGF8 (Shamim et al. 1999), mais que FGF8 induisait En2 (Lee et al. 1997a),
que Pax2 pouvait induire Pax5 (Pfeffer et al. 2000), et que Pax2/5/8 pouvaient
induire En2 (Li et Joyner 2000;Song et al. 1996) et ce, bien que Gbx2 soit aussi
capable d’induire FGF8 et Wnt-1 et soit essentiel a la bonne expression de ces génes

(Wassarman et al. 1997). Ce qui ressort néanmoins de I'ensemble de ces résultats
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contradictoires au premier abord, c¢’est qu’une fois I’expression de ces genes induite,
chacun de ceux-ci consolide I’expression des autres génes de 1’organisateur.

Bien que I’on commence a avoir une idée des mécanismes de mise en place
de I’organisateur, on comprend encore mal comment il influence le destin de cellules
du mésencéphale et du métencéphale qui le bordent. De fagon générale, on ne sait
pas lesquels de ces facteurs contribuent réellement a la différenciation des
populations neuronales avoisinantes. Le réle de FGF8 dans le développement des
neurones dopaminergiques du mésencéphale et des neurones sérotoninergiques du

métencéphale constitue en ce sens une exception (section 1.4.4).

1.4.3.2 Axe Dorso-ventral

Contrairement a I'établissement de 1’axe antéro-postérieur, qui
est intimement lié a la neurulation elle-méme, 1’établissement de 1’axe dorso-ventral
semble presqu’entierement indépendant a la fois de la neurulation, mais aussi des

signaux provenant des autres axes.

1.4.3.2.1 Morphogenése

L’origine et la nature des signaux permettant la
différenciation des différents types de neurones selon 1’axe dorso-ventral sont
longtemps demeurés énigmatiques. On a tout d’abord constaté 1’importance du
mésoderme axial (notocorde) en tant qu’inducteur du plancher du tube neural
(Placzek et al. 1990) (Placzek et al. 1993). Celui-ci constitue un groupe de cellules
gliales a la ligne médiane ventrale du tube neural. Premiére constatation; la
notocorde ou le plancher neural de n’importe quelle position le long du tube neural
peut étre interchangé(e) sans probléme, ce qui montre que les signaux qui y sont
produits ne contiennent aucune information positionnelle essentielle selon ’axe

antéro-postérieur (Yamada et al. 1991;Simon et al. 1995). De plus, différentes
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expériences de greffes ont suggéré que les signaux émanant de la notocorde et du
plancher neural étaient sécrétés et qu’il s’agissait du méme (ou des mémes)
molécules (Yamada et al. 1993;Yamada et al. 1991). Il a fallu un certain temps avant
que I’homologue murin du géne de Drosophile Hedgehog (Hh) [nommé Sonic
Hedgehog (Shh) ou Vertebrate Hedgehog (Vhh)] ne soit cloné et que 1’on constate
qu’il était bel et bien ce morphogene (Echelard et al. 1993;Roelink et al. 1994). En
effet, la partie N-terminale sécrétée de Sonic Hedgehog est suffisante en elle-méme
pour induire un plancher neural et les différents neurones ventraux du tube neural
(Marti et al. 1995;Porter et al. 1995). Comme on s’y attendait également, I’induction
des différents types de neurones par Shh se fait selon la concentration de ce
morphogéne dans I’environnement des précurseurs qu’il influence (Roelink et al.
1995;Ericson et al. 1997). Ainsi, les neurones les plus ventraux sont exposés a de
fortes concentrations de Shh alors que les neurones un peu plus dorsaux ont moins
de Shh autour d’eux. Les précurseurs réagissent différemment selon cette
concentration (bien que I’on ignore comment exactement), ce qui donne lieux a la
spécification de neurones de types distincts. L expression ectopique de composantes
de la voie Shh a également produit des résultats similaires: expression ectopique de
Glil, un homologue murin de Cubitus interruptus (Hynes et al. 1997;Lee et al.
1997b) et de Smoothened (Smo), la composante active du récepteur de Shh. (Hynes
et al. 2000). L’inactivation de Shh lui-méme (Chiang et al. 1996) ainsi que celle de
Gli2 (Ding et al. 1998;Matise et al. 1998) ont de fagon attendue mené a une forte
réduction, voir une élimination des neurones ventraux du tube neural. Certaines
évidences tendent & montrer que Shh pourrait également agir via une (des) voie(s)
différentes de celle impliquant les génes Gli. Dans ce sens, certains ¢éléments de
réponse a Shh ont été identifiés dans certains promoteurs comme étant indépendants
des Gli (Krishnan et al. 1997). De plus, il semble que Shh agisse in vivo de concert

avec d’autres molécules. Jusqu’ici, la neurotrophine 3 et la vitronectine ont €été
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identifées a ce titre (Dutton et al. 1999;Pons et Marti 2000). La partie N-terminale
recombinante de Shh utilisée de concert avec la vitronectine est aussi efficace a
induire les neurones ventraux du tube neural, alors qu'en absence de vitronectine, des
concentrations de Shh plus élevées sont nécessaires pour obtenir le méme résultat

(Martinez-Morales et al. 1997).

Le méme principe de gradients de morphogene(s)
induisant différents types de neurones semble aussi s’appliquer aux neurones
dorsaux. Les morphogeénes qui en sont responsables appartiennent a la classe des
"Bone morphogenic proteins" (BMP) et sont cette fois sécrétés par le plafond du
tube neural. Quatre ont été identifiés jusqu’ici: BMP4 et 7, Dorsaline-1 et GDF7
(Liem, Jr. et al. 1995;Liem, Jr. et al. 1997;Lee et al. 1998;Lee et Jessell 1999), ce qui
complique passablement les choses en comparaison avec le plancher du tube neural.
On s’est longtemps demandé si les morphogenes dorsaux agissaient réellement en
tant que morphogenes. Il aurait en effet été possible que les cellules du tube neural
dorsal (celles exprimant ces morphogenes) deviennent elles-mémes les neurones
qu’elles "induisaient". Cette épineuse question a trouvé une réponse récemment
grice a une élégante expérience d’ablation génétique du plafond du tube neural chez
I’embryon de souris. Chez ces souris, ’expression de la toxine du choléra sous le
contrdle du promoteur de GDF7 a détruit spécifiquement les cellules du plafond du
tube neural (ou est exprimé GDF7 en temps normal). Les précurseurs neuronaux s’en
sont trouvés peu ou pas affectés, mais ils ont par contre produit des neurones de type
plus ventral qu’en temps normal. On a donc conclu que le plafond du tube neural
agissait bel et bien lui aussi (tout comme la plancher du tube neural) comme
producteur de morphogénes diffusant dans le tube neural et induisant de fagon dose-

dépendante les précurseurs s’y trouvant (Lee et al. 2000a).



22

Le mécanisme général d’induction de ’axe dorso-
ventral provient donc d’une polarisation du tube neural: signaux BMP provenant du
plafond du tube neural versus signal Shh provenant du plancher du tube neural.
Cependant, les neurones les plus médiaux ne semblent pas dépendre de ces signaux.
Récemment, un troisieme systéme d’induction a ét¢ mis en évidence. Ce systéme
implique les rétinoides provenant du mésoderme axial et semble étre responsable de

I’induction de ces neurones en particulier (Pierani et al. 1999).

L’établissement de 1’axe dorso-ventral dans le tube
neural se fait donc en premier lieu via des gradients opposés de signaux provenant
du plancher du tube neural (Shh) et du plafond du tube neural (BMP), en plus de
certains signaux provenant du mésoderme paraxial (rétinoides). Ce sont les réponses
différentes des cellules du tube neural en fonction des signaux regus de leur
environnement qui produira leur phénotype neuronal. L’intégration de ces signaux

revét donc une importance capitale.

1.4.3.2.2 Intégration des signaux morphogéniques

Avant méme que Shh ne soit reconnu comme étant le
principal signal ventralisant émanant du plancher du tube neural, on savait déja que
le plancher du tube neural produisait des signaux capables de réprimer ou d’induire
des génes en position ventrale dans le tube neural. Pax3/7 (exprimés en position
dorsale) et Pax6 (exprimé en position médiane) sont de bons exemples de genes
réprimés par le plancher neural (donc par Shh) dans la partie ventrale du tube neural.
Le fait que les cellules exprimant Pax3 soient plus dorsales que les cellules
exprimant Pax6 au sein du tube neural s’explique par la plus grande sensiblilité de
Pax3 a la répression par Shh (Goulding et al. 1993;Mansouri et Gruss 1998). Il existe

d’autres génes ainsi réprimés par différentes concentrations de Shh: Pax7, Dbx1,
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Plancher du tube neural
@ Notocorde
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Code combinatoire Génes exprimés Type de neurones
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Figure 1.4 Spécification de I'axe dorso-ventral du tube neural

A- Morphogenése - Sécrétion de Shh par le notocorde et le plancher du tube neural et de BMP
par le plafond du tube neural

B- Intégration du signal dans la partie ventrale du tube neural- Le code combinatoire
produit par différents génes & homéodomaine (Nkx, Pax, Dbx et Irx) spécifie les différentes
classes de progéniteurs neuraux (p0 & p3 et pMN) dans la partie ventrale du tube neural. Ces
progeniteurs se différencieront respectivement en plusieurs classes d'interneurones ventraux

(VO a V3) ainsi qu'en neurones moteurs (MN).
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Dbx2 et Irx3 (Briscoe et al. 2000;Funayama et al. 1999). A I’inverse, quelques génes
sont plutdt induits par Shh a différentes concentrations, c'est-a-dire Nkx 6.1 (Qiu et
al. 1998), Nkx2.2 (Price et al. 1992;Briscoe et al. 1999) et Nkx2.9 (Pabst et al.
1998). Si on tient compte du patron d’expression de ces genes dans la partie ventrale
du tube neural, on se rend compte qu’ils forment cinq zones distinctes qui
correspondent exactement aux cinq groupes de progéniteurs qui s’étendent selon
I’axe dorso-ventral de cette section du tube neural. Ces homéoprotéines forment
donc un code combinatoire en réponse aux signaux externes. Comme ce sont tous
des facteurs de transcription, donc des molécules agissant a I’intérieur de la cellule
qui les exprime, on vient du méme coup de passer de la détermination non-autonome
des précurseurs neuronaux a leur détermination autonome. Il est intéressant de
constater que les fronti¢res d’expression de ces facteurs sont étonnamment nettes. Il
a été montré, dans deux cas au moins, que le raffinement de ces fronti¢res était causé
par ’opposition d’un facteur induit par Shh adjacent a un facteur réprimé par Shh
(Nkx6.6 vs Dbx2 et Nkx2.2 vs Pax6), chacun ayant un effet répressif sur I'expression
de l'autre. Il est fort probable que ce type de mécanisme soit applicable pour les
autres facteurs de transcription dont la frontiére d’expression semble limitée par Shh,
mais les protéines correspondantes induites pas Shh ne sont de toute évidence pas

encore toutes connues (Briscoe et al. 2000).

Un tel code combinatoire n’est pas encore connu pour
la partie dorsale du tube neural. Il semble cependant que le type de facteurs de
transcription impliqués soit quelque peu différent de ceux de la partie ventrale. En
effet, les facteurs de transcription de type hélice-boucle-hélice (bHLH)
neurogéniques sont exprimés de fagon assez uniforme dans la partie ventrale du tube
neural (Tanabe et Jessell 1996). Dans la partie extrémement dorsale du tube neural,

on observe au contraire une expression limitée de plusieurs de ces facteurs (Helms et
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Johnson 1998). L’expression de ces génes pourrait produire un code combinatoire
semblable a celui formé par les homéoprotéines dans le tube neural ventral (Fode et
al. 2000). Malheureusement, les connaissances sur la détermination des précurseurs

dorsaux sont beaucoup moins compléetes que dans le cas des précurseurs ventraux.

Bien qu'on en soit arrivé a une compréhension assez
substantielle des mécanismes menant a la spécification des différentes classes de
neurones au sein du tube neural, il ne faudrait pas perdre de vue que l'ensemble des
mécanismes menant a I'établissement du systéme nerveux est autrement plus
complexe. Seule la détermination des précurseurs neuronaux a été abordée ici.
D'autres mécanismes sont impliqués dans la formation du systéme nerveux.
L'établissement de l'axe "centro-périphérique" dans le tube neural n'a pas été abordé
ici, mais il semble qu'il ait une importance capitale au moins dans la détermination
des différentes classes de neurones moteurs (Tanabe et al. 1998;Arber et al.
1999;Pfaff et al. 1996;Tsuchida et al. 1994). De plus, les mécanismes impliqués dans
la migration des neurones ainsi que dans 1'établissement de synapses fonctionnelles
avec les cibles appropriées sont également d'une importance capitales (Tessier-
Lavigne et Goodman 1996;Katz et Shatz 1996;Tear 1999). Bien que déja assez
importantes, les connaissances acquises dans ce domaine ne représentent qu'une
faible proportion des mécanismes impliqués dans la création de la diversité au sein

du tube neural.

1.4.4 Les neurones dopaminergiques du mésencéphale

Dans le systéeme nerveux central, les neurones dopaminergiques du
mésencéphale sont des neurones ventraux situé¢s du coté rostral de la barriere
mésencéphale-métencéphale (MHB). Ces neurones migrent en position légérement

plus dorsale une fois sortis du cycle cellulaire. C’est pourquoi ils peuvent étre
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considérés comme étant trés ventraux au moment ou ils sont influencés par le
plancher du tube neural (i.e. par Shh), bien que leur position finale soit plus éloignée
de cette structure (Hynes et al. 1995a). Comme leur nom I’indique, ces neurones
produisent de la dopamine. Au sein du mésencéphale, ils forment la substance noire,
ce qui les rend aisément identifiables. Les neurones dopaminergiques du
mésencéphales innervent le striatum et ont ainsi un réle important dans le controle

des mouvements.

1.4.4.1 Morphogenese

L'importance de Shh dans l'induction de ces neurones a été
mise en évidence par l'inactivation chez la souris du géne encodant ce morphogéne,
mais aussi précédemment par des expériences effectuées sur des explants neuronaux.
En effet, le traitement d'explants neuronaux prélevés dans le mésencéphale dorsal
avec Shh permet l'induction de la différenciation en neurones correspondant en tous
points aux neurones dopaminergiques du mésencéphale (Hynes et al. 1995b;Wang et
al. 1995). C'est donc dire que Shh est responsable de l'induction de ces neurones a un
endroit précis selon 'axe dorso-ventral. Selon 1'axe antéro-postérieur, c'est plutot
FGF8 qui est responsable du positionnement de ces neurones. En effet, des explants
de tube neural ventral prélevés en position plus antérieure peuvent produire des
neurones "dopaminergiques" lorsque traités avec FGF8. Enfin, des explants a la fois
plus antérieurs et plus dorsaux produisent aussi des neurones "dopaminergiques"
lorsqu'exposés a la fois a Shh et FGF8 (Ye et al. 1998;Hynes et Rosenthal 1999).
Ceci démontre que ces deux morphogénes sont suffisants pour l'induction des
neurones dopaminergiques en position ventrale dans le mésencéphale.

Récemment, un groupe de chercheurs a réussi a obtenir des
neurones "dopaminergiques" a partir de cellules souches neuronales elles-mémes

produites a partir de cellules-souches murines (ES). Encore une fois, ceci a pu étre
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possible en traitant ces cellules souches neuronales avec Shh et FGF8 (Lee et al.

2000b).

1.4.4.2 Développement tardif

Le développement tardif des neurones dopaminergiques du
mésencéphale commence a étre connu. Deux genes ont été identifiés comme étant
potentiellement impliqués dans ce processus. Nurrl et Pitx3 sont en effet tous les
deux exprimés lors du développement tardif de ces neurones (Zetterstrom et al.
1996;Smidt et al. 1997). Un autre géne, Imx1B, a une expression un peu moins
spécifique mais est tout de méme important pour le maintien et/ou le développement

de ces neurones (Smidt et al. 2000a).

1.4.4.2.1 Nurrl

Nurrl est un récepteur nucléaire orphelin exprimé a
plusieurs endroits dans le cerveau. Cependant, les neurones dopaminergiques du
mésencéphale ont ceci de particulier qu’ils n’expriment que ce membre de cette
famille de récepteur nucléaire (qui comprend aussi Nur77 et NOR1), rendant peu
probable une redondance avec d’autres facteurs dans ces cellules (Zetterstrom et al.
1996). C’est pourquoi, on suppose, 1’inactivation de Nurrl a produit un phénotype
assez spectaculaire au sein de ces neurones et nul part ailleurs (Zetterstrom et al.
1997;Saucedo-Cardenas et al. 1998;Castillo et al. 1998). En effet, les neurones
dopaminergiques du mésencéphale arrétent de migrer en absence de Nurrl et
finissent par mourrir par apoptose plus tard au cours du développement (E18,5)
(Wallen et al. 1999). Cependant, Pitx3 apparait bel et bien au bon moment dans ces
neurones, ce qui suggere que ces deux facteurs font partie de voies différentes et
paralléles (Saucedo-Cardenas et al. 1998). Nurrl semble avoir un rdle important

dans la survie de ces neurones. Les souris ne possédant qu’une seule copie du gene
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semblent en effet plus sensibles aux produits neurotoxiques que leurs consoeurs
possédant deux copies du géne. Il est toutefois assez difficile d'exclure la possibilité
que cela soit tout simplement di a la présence d'un moins grand nombre de neurones
dopaminergiques chez les hétérozygotes avant le traitement lui-méme (Le et al.

1999a;Le et al. 1999Db).

Nurrl semble nécessaire mais probablement pas
suffisant pour induire la différenciation de précurseurs neuronaux en neurones
dopaminergiques. Deux groupes ont jusqu’ici tenté de démontré ce point: un utilisait
une lignée de neuroblastomes qui, une fois transfectés de fagon stable avec Nurrl,
avaient également besoin de la présence d’astrocyte de type I provenant du
mésencéphale pour pouvoir se différencier tout en acquérant un phénotype
dopaminergique (Wagner et al. 1999). Une expérience semblable a aussi été menée
avec des cellules souches de I’hippocampe de rat adulte. Dans ce cas-ci, aucun autre
facteur n’était requis, mais le rendement était tres faible et l'effet de Nurrl, minime
(Sakurada et al. 1999). Ceci laisse supposer que bien que Nurrl puisse participer au
développement de ces neurones, il ne suffit pas a lui seul a en spécifier le phénotype.

Enfin, quelques groupes ont tenté de montrer que
Nurrl activait le promoteur de la tyrosine hydroxylase. Ainsi, un site identifi¢
comme étant un site de réponse a Nurrl (NBRE) est présent dans ce promoteur (-653
pb chez la souris). Un groupe suggére qu’il faut une région du promoteur beaucoup
plus grande pour obtenir une activation par Nurrl (Sakurada et al. 1999), alors qu’un
autre groupe obtient une activation (bien que modeste) avec Nurrl en utilisant un
promoteur trés court qui ne contient plus le site de liaison de Nurrl a -653 pb
(Cazorla et al. 2000). Face a ces résultats contradictoires, une mailleure
caractérisation du promoteur est requise pour valider le role possible de Nurrl dans

l'activation de la transcription de la tyrosine hydroxylase.
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1.4.4.2.2 Pitx3

Bien que le patron d'expression d'expression de Pitx3
suggere fortement une implication de celui-ci dans la différenciation finale des
neurones dopaminergiques du mésencéphale, on connait encore peu de choses sur
son implication réelle dans ce systeme. Puisque l'expression de Pitx3 est détectée
dans ces neurones aprés leur sortie du cycle cellulaire, il serait plus vraisemblable
que Pitx3 ait un role dans la différenciation en tant que telle et non pas dans la
prolifération des précurseurs. La seule cible transcriptionnelle identifiée jusqu'ici
pour Pitx3 demeure la tyrosine hydroxylase. Pitx3 se lie avec une grande affinité au
promoteur de cette enzyme de biosynthése et il en augmente l'activité, a tout le
moins en culture cellulaire (2° manuscrit de ce mémoire).

L'inactivation de Pitx3 n'a pas encore été effectuce,
mais une mutation naturelle chez la souris semble impliquer Pitx3. En effet, dans la
souris Aphakia, une délétion dans le promoteur de Pitx3 contribue a diminuer
grandement son expression dans différents tissus chez cette souris (Semina et al.
2000). Cependant, des analyses plus approfondies de ces souris seront nécessaires
pour clarifier dans quelles structures l'expression de Pitx3 est perdue ou diminu€e
chez ces animaux, puisque les études effectuées jusqu'ici concernent essentiellement
l'oeil.

Un deuxiéme modéle murin affectant l'expression de
Pitx3 a été caractérisé récemment. Il s'agit de la souris dans laquelle le geéne

encodant 'homéoprotéine Imx1b a été inativé.

1.4.4.2.3 Lmx1b
L'implication de Lmx1B, un facteur de transcription a
homéodomaine de la famille paired, dans le developpement des neurones

dopaminergiques du mésencéphale a été¢ mise en évidence tout récemment. Une
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seconde analyse du phénotype obtenu par l'inactivation de ce géne chez la souris a
montré qu'il était essentiel au maintien de ces neurones au cours du développement.
En effet, bien que la structure du mésencéphale soit passablement perturbée chez les
souris Imx1b mutantes, des cellules exprimant la tyrosine hydroxylase apparaissent
bel et bien au bon moment au cours du développement. Elles expriment Nurrl et la
tyrosine hydroxylase normalement, mais cette expression disparait un peu plus tard
au cours du développement (E16) (Smidt et al. 2000b). De plus, 1'expression de Pitx3
est fortement réduite dans ces souris, ce qui suggere que Imx1B est essentiel a
l'expression de Pitx3 et que ce dernier n'est pas essentiel a I'apparition de la tyrosine
hydroxylase dans le mésencéphale. Cependant, comme ces neurones disparaissent
plus tard au cours du développement, on peut émettre 'hypothése selon laquelle
Pitx3 devient essentiel au maintien de 'expression de TH seulement un peu plus tard
au cours du développement de ces neurones. Des expériences d'inactivation complete
de Pitx3 seront également nécessaires afin de clarifier la situation. En effet,
l'expression de Pitx3 est grandement réduite, mais elle n'est pas totalement abolie
chez les souris dont le géne Imx1b a été détruit, ce qui en complique I'analyse.
Cependant, cette seconde analyse de l'inactivation du
géne Imx1b chez la souris suggere pour la premiére fois une cascade plus ou moins
compléte d'événements reliant l'induction de ces neurones par un morphogéne a
I'expression de la tyrosine hydroxylase. En effet, un groupe a montré qu'au sein de la
barriére mésencéphale-métencéphale, FGF8 induisait Wntl via une étape ou Imx1b
était induit par FGF8 (Adams et al. 2000). De plus, Imx1b semble étre impliqué dans
l'induction de Pitx3 par des mécanismes qui demeurent indéterminés (Smidt et al.
2000b). Pitx3 est capable d'activer le promoteur de la tyrosine hydroxylase et
pourrait ainsi étre impliqué dans son expression au cours du développement des
neurones dopaminergiques du mésencéphale (Cazorla et al. 2000) et 2° manuscrit de

ce mémoire. Comme ces neurones sont spécifiés par la combinaison de FGF8 et de
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Shh, il sera intéressant de savoir de quelle maniére Shh participe a leur

développement et a quel(s) niveau(x) ces deux voies (FGF8 et Shh) convergent.

1.4.4.3 Maladie de Parkinson et approches thérapeutiques

Les neurones dopaminergiques du mésencéphale constituent
un sujet d'étude de plus en plus en vogue en raison de leur implication dans la
maladie de Parkinson. On espére qu'une meilleure connaissance du développement et
des mécanismes de survie de ces neurones pourra mener au développement de
meilleurs traitements ou de mesures préventives efficaces pour cette maladie.

La maladie de Parkinson, avec la maladie d'Alzeimer, est au
sommet du classement des maladies neurodégénératives les plus répandues a
1'échelle mondiale. Plus d'un million de personnes en sont atteintes en Amérique du
Nord seulement. Cette maladie est caractérisée par une perte de contrdle des facultés
motrices, surtout au niveau de l'initiation des mouvements (bradikinésie). On note
également une rigidité musculaire importante, qui est entre autre responsable de la
stature courbée caractéristique des personnes atteintes. Le symptdme le plus
classiquement associé a cette maladie demeure le tremblement continuel des

membres (Lang et Lozano 1998).

L'étiologie de la maladie de Parkinson n'est pas bien
caractérisée. On sait tout juste qu'une destruction massive des neurones
dopaminergiques du mésencéphale en est la cause, sans pour autant avoir une idée de
ce qui provoque la mort de ces neurones. Plusieurs croient qu'une trop forte
exposition aux stress oxidatifs pourrait avoir un role a jouer. A ce titre, la dopamine
produite en trop grandes quantités pourrait elle-méme en étre responsable, bien que
cela soit sujet de controverses. Des dysfonctions mitochondriales pourraient

également y étre impliquées. Bien que certaines formes de Parkinsonisme soient
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hériditaires et que des génes causals aient déja été identifiés (Parkin, o-synuclein)
(Kitada et al. 1998;Polymeropoulos et al. 1997;Kruger et al. 1998), la forme
classique de la maladie de Parkinson est sporadique. On ne peut cependant pas
rejeter entiérement l'existence de facteurs hériditaires prédisposants (Dunnett et

Bjorklund 1999;Lang et Lozano 1998).

Comme pour la plupart des maladies dégénératives, les
traitements existant pour la maladie de Parkinson ne font que palier tant bien que
mal les pertes de fonction causées par la maladie. Le plus connu de ces traitements
est 'administration de L-DOPA, un produit qui peut facilement étre métabolis€ en
dopamine par la derniére enzyme de la voie de synthése de la dopamine, la
décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC). L'AADC étant exprimée de
fagon beaucoup plus large que ne l'est la tyrosine hydroxylase, le L-DOPA peut
aisément étre converti en dopamine méme si les neurones dopaminergiques du
mésencéphale sont en faible nombre. Ce traitement, comme la plupart des
traitements pour cette maladie, amenuise en général tous les symptdmes, a
l'exception des tremblements continuels des membres, contre lesquels on ne peut
rien. Cependant, le traitement a ses limites et perd trop souvent de son efficacité avec
le temps. Il semble malheureusement que ce soit un fait commun a pratiquement tous
les traitements connus jusqu'ici (Lang et Lozano 1998;Dunnett et Bjorklund
1999;Ishida et al. 1996).

Ces derniéres années, de nouveaux traitements expérimentaux
ont été mis au point, mais ils sont difficilement applicables a grandes échelles. 11
s'agit de la transplantation de neurones foetaux dans le cerveau des patients. Ces
traitements sont aussi efficaces que les traitements au L-DOPA avec ceci en plus
qu'il sont souvent plus durables, ne produisent pour ainsi dire aucun effet secondaire

ni accoutumance (Ishida et al. 1996;Dunnett et Bjorklund 1999). Leur seule faille
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évidente est de ne pas enrayer les tremblements des membres. Le probleme avec
cette technique est de toute évidence l'approvisionnement en neurones foetaux et les
problemes éthiques s'y rattachant. 6 a 10 foetus sélectionnés sont nécessaires pour
chaque transplantation, ce qui est considérable compte tenu du nombre de personnes
atteintes de cette maladie. Tout juste un peu plus de 300 patients ont pu bénificier de
ce genre de traitement a travers le monde au cours des 15 dernieres années. Des
essais de greffes xénobiotique (neurones de porcs) ont été tentés avec bon espoir,
puisque les possibilités de rejet sont moins fortes dans le cerveau qu'a d'autres
endroits de l'organisme (Dunnett et Bjorklund 1999). Des auto-greffes ont aussi été
tentées avec succes chez les chimpanzés. Mais la possibilité de produire in vitro des
cellules pour des fins de transplantation demeure une solution de choix (Rosenthal
1998).

Récemment, un groupe de chercheurs a réussi a mettre au
point un protocole de production de neurones ayant toutes les caractéristiques des
neurone dopaminergiques a partir de cellules souches murines (Lee et al. 2000b). Un
point intéressant dans cette expérience est qu'elle nécessite des cellules souches
embryonnaires (ES) que 1'on peut maintenir et multiplier en culture. Autrement dit,
la quantité de cellules produites est quasi-illimitée. Cependant, il reste encore a tester
ces cellules in vivo afin de déterminer si elles peuvent effectivement servir a des fins
de greffes neuronales chez des souris chez qui on a détruit une partie des neurones
dopaminergiques du mésencéphale a 1'aide de produits neurotoxiques.

Ces résultats suscitent d'autant plus d'espoirs lorsque l'on sait
que des cellules souche humaines ("ES" humaines) ont été isolées récemment
(Thomson et al. 1998). Bien que plusieurs questions éthiques ralentissent le travail
effectué avec ces cellules, ces problémes semblent beaucoup plus surmontables que
ceux reliés a I'emploi de matériel foetal a grande échelle. Reste maintenant a savoir

si les résultats obtenus avec des cellules de souris seront reproductibles avec des
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cellules humaines et, évidemment, si ces cellules pourront étre utilisées de fagon
sécuritaire pour des traitements. Si cela s'avérait faisable, on aurait un superbe
exemple ou la recherche fondamentale (ici, 1'étude du développement neuronal) aura
mené a la mise au point d'un traitement efficace contre une maladie auparavant

incurable.

1.4.5 Controle de la distribution tissulaire des neurotransmetteurs

1.4.5.1 Généralités
L'expression correcte des neurotransmetteurs ou des enzymes
responsables de leur synthése est une étape tardive mais tout-de-méme capitale du
développement du systéme nerveux. En effet, on sait que 1'expression ectopique de
certaines de ces enzymes est suffisante pour influencer le phénotype neuronal de
fagon durable (Kobayashi et al. 1992). De plus, les neurotransmetteurs jouent tous un
role essentiel, que ce soit a partir du développement embryonnaire (par exemple, la
noradrénaline) (Zhou et al. 1995;Thomas et al. 1995) ou seulement durant la vie
post-natale (dopamine) (Zhou et Palmiter 1995). Cependant, les mécanismes menant
a une expression spatio-temporelle correcte dans le systéme nerveux demeurent mal
compris. Peu de promoteurs d'enzymes de biosynthese de neurotransmetteurs ont été
étudiés jusqu'ici. Ceux qui le sont montrent en général une régulation assez

complexe.

1.4.5.2 Tyrosine hydroxylase

La voie de biosynthése de la dopamine comporte trois €étapes
catalysées par deux enzymes. La tyrosine hydroxylase (TH) catalyse la premicre
réaction, alors que la décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC) catalyse
les deux étapes subséquentes. Contrairement 4 'AADC qui est présente en quantité

excessive pour les besoins de la cellule, la quantité de tyrosine hydroxylase active
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dans une cellule dopaminergique est un facteur déterminant de la quantité de
dopamine produite dans cette cellule. Il s'agit donc de I'enzyme limitante de la voie
de biosynthése de ce neurotransmetteur, ce qui rend la régulation de cet enzyme

d'autant plus essentielle.

La variét¢é des mécanismes de controle de la tyrosine
hydroxylase est impressionnant; a peu prés tous les mécanismes (transcriptionnel,
traductionnels et post-traductionnels) connus sont impliqués & un moment ou a un
autre dans la régulation de cet enzyme (Kumer et Vrana 1996). Comme le but de ce
projet concerne 1'é¢tude d'un facteur de transcription, ce sont uniquement les

mécanismes de contrdle transcriptionnels qui seront abordés ici.

1.4.5.2.1 Etudes de promoteurs in vivo

Les expériences menées jusqu'ici dans le but de
déterminer quelles étaient les portions de promoteur qui étaient requises pour obtenir
une expression correcte de la tyrosine hydroxylase comprennent un nombre
imposant de création de souris transgéniques. Lors de telles expériences, une portion
du promoteur (dans les cas mentionnés ici, celui du rat) a étudier est cloné devant un
géne rapporteur et on se sert de cette construction pour créer des souris
transgéniques. On compare ensuite l'expression du gene rapporteur avec celle du
geéne endogéne. Dans le cas de la tyrosine hydroxylase, on constate que les résultats
obtenus par ce type d'expérience sont treés discordants. En effet, la longueur de
promoteur requise pour obtenir une expression correcte du rapporteur sans
expression ectopique varie de 4.5 kb a 6 kb selon le groupe (Schimmel et al.
1999;Liu et al. 1997). D'autres affirment que des promoteurs aussi longs que 9 kb ne

suffisent pas a recréer exactement l'expression endogene du géne (Min et al. 1994).
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Entre ces extrémes, on retrouve a peu pres toutes les nuances (Morgan et al.
1996;Trocme et al. 1998;Banerjee et al. 1994).

Certains groupes ont effectué ce type d'expérience
avec des fragments de promoteur de longueurs variées dans le but de localiser les
séquences nécessaires a l'expression de TH a chacun de ses sites d'expression. En
effet, il est bien connu que le contrdle transcriptionnel de la tyrosine hydroxylase,
tout comme plusieurs autres genes, comporte des différences importantes selon les
différents sites d'expression du géne. Il aurait été intéressant de connaitre quelles
étaient les séquences importantes pour l'expression de la tyrosine hydroxylase dans
le mésencéphale, mais la-dessus également, on ne parvient pas a s'entendre. Ces
séquences semblent étre assez proximales dans le promoteur, mais on semble avoir
passablement de difficulté a les situer, puisque des fragments de promoteur de
longueurs comparables (2.4 et 2.5 kb, 84 pb de différence) ont été publiées comme
étant respectivement insuffisante et suffisante a l'expression correcte dans le

mésencéphale (Min et al. 1994;Liu et al. 1997).

1.4.5.2.2 Etudes du promoteur TH en lignées
cellulaires

Curieusement, la portion de promoteur requise pour
avoir une activité spécifique dans des lignées cellulaires catécholaminergiques
versus non-catecholaminergiques est beaucoup moins importante (moins de 1 kb)
(Harrington et al. 1988). De plus, l'utilisation de différentes lignées de cellules
catecholaminergiques distinctes a méme produit des résultats relativement
semblables. Malheureusement, les résultats obtenus en utilisant des lignées
cellulaires immortalisées concordent peu avec ceux obtenus in vivo (en souris
transgéniques). Néanmoins, ce type de modele cellulaire a permis de définir

davantage le promoteur proximal de la tyrosine hydroxylase et d'identifier plusieurs
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éléments régulateurs importants s'y trouvant. Quelques nouveaux facteurs de
transcription ont méme été clonés de cette maniere.

L'identification des facteurs impliqués dans l'activation
de la transcription de la tyrosine hydroxylse s'est faite de plusieurs maniceres, plus ou
moins simultanément. Premieérement, l'identification d'éléments du promoteur requis
pour son expression correcte dans les modeles cellulaires catécholaminergiques s'est
faite par délétion du promoteur et transfections dans ces cellules. Lorsqu'un élément
important a I'expression spécifique ou a la réponse a un signal externe est ainsi aboli,
on perd l'activité ou la réponse obtenue sur le promoteur. Les premiéres expériences
de délétions du promoteur ont été effectuées immédiatement suite au clonage du
promoteur de la tyrosine hydroxylase chez le rat. On a ainsi appris que le fragment
de promoteur correspondant a-773 pb a +27 pb contenait déja des éléments conférant
une certaine spécificité cellulaire (Harrington et al. 1988). Un fragment encore plus
court de promoteur (-272 pb a +27 pb) contient le(s) élément(s) de réponse a ' AMP
cyclique, déja connu auparavant comme régulateur positif de la tyrosine hydroxylase
au niveau de sa transcription. Par contre, le promoteur de -773 pb ne semble pas
suffisant a conférer la réponse aux glucocorticoides qui pourtant peuvent eux aussi
stimuler la transcription de la tyrosine hydroxylase dans des cellules
cathécholaminergiques (Lewis et al. 1987). Bien que l'é¢tude de l'effet des
glucocorticoides sur TH semble avoir été abandonnée, il en est tout autrement de
I'AMP cyclique. On a en effet vite identifi¢ un CRE (cyclic AMP response element)
actif au sein du promoteur TH (Fader et Lewis 1990) et constater que celui-ci était
essentiel non seulement pour la réponse a I'AMP cyclique, mais aussi pour l'activité
basale du promoteur (Kim et al. 1993). Ceci s'est avéré vrai dans des lignées
cellulaires dérivées du systémes catécholaminergique périphérique (par exemple,
dans les cellules PC12), mais aussi dans des lignées cellulaires dérivées du systéme

nerveux central (cellules CATH) (Lazaroff et al. 1995). La position du CRE au sein
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Pitx3*#

Nurr1# AP-1# CREB*

Arix*/Phox2a*

-773 pb
ITF2
#
CDP2 Sp-1*
Oct-2* Egr1**
l : général I:I : cellules non-catécholaminergiques
. systéme dopaminergique I : systéme noradrénergique
du mésencéphale périphérique
. : cellules noradrénergiques * . souris

de la surrénale #: rat

Figure 1.5 Organisation du promoteur de la tyrosine hydroxylase
Représentation schématique du promoteur proximal de la tyrosine hydroxylase
chez les rongueurs. Les facteurs de transcription impliqués dans la modulation de
I'activité de ce promoteur et I'emplacement respectif de leur site de liaison sont
indiqués. La couleur de la boite représentant I'élément de liaison de chaque facteur
de transcription référe au systéme dans lequel il est le plus susceptible de moduler

I'expression de la tyrosine hydroxylase, tel qu'indiqué par la légende.
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du promoteur TH n'est pas tellement capitale, en autant qu'elle demeure relativement
proximale (Tinti et al. 1997). Bien que 1'importance du CRE ait été reconnue assez
tot, il a fallu un certain temps avant que 1'on puisse montrer une liaison de facteurs
de transcription sur cet ¢lément. Le principal demeure CREB (CRE binding protein),
mais des répresseurs de la méme famille peuvent aussi lier cet ¢élément (Tinti et al.
1996). La contribution de cet élément de régulation est réellement importante pour
l'activité du promoteur. Bien que les séquences de régulation de ce promoteur varient
assez aisément d'une espece a l'autre (Gandelman et al. 1990), le CRE est conservé
entre le promoteur de caille et celui de rat (Fauquet et Boni 1993). Pourtant, la faible
similitude du promoteur TH entre des especes peu apparentées (la caille et le rat, par
exemple) ne permet pas d'en tirer un alignement de séquence sur plus de quelques

dizaines de paires de bases en file.

Plusieurs éléments du promoteur de la tyrosine
hydroxylase ont également été identifiés en bloc principalement parce qu'ils sont
situés trés pres les uns des autres dans le promoteur de la tyrosine hydroxylase chez
le rat et la souris. En effet, un groupe de chercheurs a montré 1'importance de la
région du promoteur située entre -229 et -160 pb dans l'activité spécifique de ce
promoteur, et ce, de fagon indépendante du CRE. Cette région contient des éléments
AP-1, AP-2, POU et boite E (Fung et al. 1992). L'élément AP-2 ne semble pas avoir
été étudié plus en profondeur. Bien que ces €éléments aient été au départ identifiés
comme étant indépendant de 1'élément CRE, il semblerait que ce site ainsi que le site
AP-1 soient tous les deux impliqués dans une méme réponse, celle survenant suite a
un influx calcique (Nagamoto-Combs et al. 1997). Le site AP-1 coopére également
avec la boite E du promoteur et cette coopération est synergique. (Yoon et
Chikaraishi 1992). L'identité du facteur de transcription de type hélice-boucle-hélice

(bHLH) liant cette boite E a été déterminé; il s'agit de ITF2, un facteur de
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transcription ubiquitaire. Cependant, un autre facteur de transcription a été identifié
lors de la méme expérience. CDP2, une homéoprotéine apparentée a cut
(Drosophile) a été cloné de cette maniere et les deux facteurs (ITF2 et CDP2) sont
requis pour activer le promoteur TH (Yoon et Chikaraishi 1994). Un facteur de la
famille POU, Oct-2, réprime l'activité du promoteur TH via une liaison a I'heptamere

du promoteur, déja identifié auparavant en tant que site POU (Dawson et al. 1994).

Plus récemment, Egrl a ¢ét¢ impliqué dans la
transcription de la tyrosine hydroxylase dans la médulla surrénale en réponse au
stress. En effet, chez les rats stressés, on constate une diminution de la liaison de
SP1-1 au promoteur de la TH ainsi qu'une augmentation de la liaison de Egrl, ces
deux facteurs ayant des sites se chevauchant en partie (Papanikolaou et Sabban
1999). Cette augmentation de liaison a ensuite été corrélée par la démonstration de la
faculté d'Egrl a activer, bien que modestement, le promoteur TH en culture

cellulaire (Papanikolaou et Sabban 2000).

Arix est un facteur de transcription qui a été cloné en
tant qu'activateur potentiel du promoteur de la dopamine PB-hydroxylase dans le
systtme noradrénergique. Cependant, il a vite ét¢ montré que ce facteur de
transcription 4 homéodomaine liait et activait aussi le promoter de la tyrosine
hydroxylase (Zellmer et al. 1995). Arix active ces deux promoteurs de fagon

synergistique avec I'AMP cyclique (Swanson et al. 1997).

Les cellules catécholaminergiques  répondent
également 3 EGF en augmentant le taux de transcription de la tyrosine hydroxylase.
Cette réponse est attribuable a des séquences du promoteur situées entre -272 pb et

+27pb. (Lewis et Chikaraishi 1987). Cet effet semble provenir de 'occupation de
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I'élément AP-1 du promoteur par Fos, ce qui a pour effet de réprimer la transcription

du geéne (Gizang-Ginsberg et Ziff 1994).

L'état des connaissances actuelle en matiere de
régulation transcriptionnelle permet de batir des hypothéses quant aux molécules qui
agiront sur certains ¢léments de promoteur sans avoir nécessairement recours aux
expériences de délétions de promoteur ou de protection a la DNase. Ainsi, Nurrl et
Pitx3 ont au départ été soupgonnés de pouvoir activer ce promoteur simplement
parce que leur patron d'expression concordait avec celui de la tyrosine hydroxylase
et que un ou des sites de liaison potentiels pour ces facteurs se retrouvent dans ce
promoteur. Bien que les résultats publiés concernant l'activation du promoteur de la
tyrosine hydroxylase par Nurrl ne soient pas réellement concordants, on sait que
Pitx3 est capable d'activer ce promoteur, méme si son site de est sujet de discussions

(Cazorla et al. 2000) et 2° manuscrit de ce mémoire.

Bien que certains sites du promoteur de la tyrosine
hydroxylase semblent suggérer l'implication de facteurs de transcription additionnels
dans la régulation de sa transcription, ces sites demeurent toujours énigmatiques. Ces
sites ont été identifiés par protection a la DNase, mais les facteurs de transcription
s'y liant sont toujours inconnus (Yang et al. 1998). De plus, certaines expériences de
délétions du promoteur ont montré que des éléments plus distaux (-773 pb et plus)
étaient également requis pour obtenir une activité spécifique dans certaines lignées
catécholaminergiques (Wong et al. 1994). La quantité de sites identifiés au sein du
promoteur de la TH peut sembler énorme, mais elle demeure tout-a-fait raisonnable
si on considere que la tyrosine hydroxylase est exprimé a de multiples sites dans le
systéeme nerveux et que le contrdle de sa transcription comporte des variations

parfois importantes entre ces différents sites (Kumer et Vrana 1996). Ces variations
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sont d'autant plus flagrantes lorsque 1'on compare la régulation transcriptionnelle de
TH dans deux systémes catécholaminergiques différents (systéme dopaminergique
du mésencéphale avec systéme adrénergique périphérique, par exemple). De plus,
plusieurs des activateurs identifiés ne sont exprimés que dans certaines parties du

systeme catécholaminergique.

Comme on peut le voir, les régulateurs
transcriptionnels de la TH sont trés variés. Bien qu'ils aient été caractérisés souvent
de fagon isolée, on commence a mettre en évidence des interactions
transcriptionnelles entre eux. Le meilleur exemple a ce jour demeure l'activation
synergique du promoteur TH par Arix et CREB. Une interaction physique a par
ailleurs été caractérisée récemment entre ces deux protéines dans le contexte du
promoteur de la DBH, ou une synergie transcriptionnelle existe également entre ces
deux facteurs (Swanson et al. 2000). Il n'est pas du tout surprenant de constater que
plusieurs mécanismes transcriptionnels contribuent a la fois a la transcription de la
TH et de la DBH. Evidemment, une telle situation est avantageuse dans les systémes
noradrénergiques et adrénergiques ou ces deux enzymes sont exprimées et
impliquées dans la biosynthése de neurotransmetteurs. En plus de Arix et de CREB,
AP-1 est un autre exemple de facteurs transcriptionnel impliqué dans la modulation

de l'activité des deux promoteurs (Swanson et al. 1998).

Malgré le fait que le promoteur de la tyrosine
hydroxylase soit 1'un des promoteurs d'enzyme de biosynthése les plus étudi€s et
qu'une quantité importante de facteurs de transcription s'y liant soient maintenant
connus, il demeure tout-de-méme encore mal compris. En effet, si on considere
chacun des sites d'expression de la tyrosine hydroxylase individuellement, on

constate que les connaissances que l'on a de la régulation de ce promoteur a chacun
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de ces endroits sont bien minimes. Cependant, ce promoteur est 1'un des seuls connus
ou l'on commence a pouvoir faire un lien continu entre les morphogenes
responsables de la détermination de ces neurones jusqu'a la régulation

transcriptionnelle des geénes nécessaires a la production de neurotransmetteurs.
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DESCRIPTION DU PROJET

Le travail effectué dans le cadre de ce mémoire peut étre divisé en deux
parties dinstinctes. La premiére a consisté a compléter l'analyse du patron
d'expression de Pitx3 dans I'embryon de souris. Celui-ci avait été décrit de fagon
incompléte et méme incorrecte dans la littérature. Une analyse approfondie de
résultats d’expériences d’hybridation in situ obtenus auparavant au laboratoire a
permis de poser I’hypothése selon laquelle Pitx3 serait exprimé non seulement dans
le mésencéphale, 1’oeil et le cartilage du nez, mais aussi dans la majorité des muscles
squelettiques de la souris en développement. Des analyses complémentaires, incluant
des comparaisons avec le patron d’expression de MyoD, ont permis de confirmer
cette hypothese.

Néanmoins, I’expression de Pitx3 dans les neurones dopaminergiques du
mésencéphale avait déja été caractérisée. Pitx3 apparait dans ces neurones une demi-
journée avant la tyrosine hydroxylase, ce qui laissait envisager un réle pour Pitx3
dans le contréle transcriptionnel de I'expression de cette enzyme. L’objectif principal
de mon travail a donc été de vérifier si Pitx3 était capable d'activer le promoteur de
la tyrosine hydroxylase. Des essais de transfections transitoires dans des lignées de
cellules en culture ont été effectués a cette fin. L'activation observée a €té
caractérisée plus a fond en identifiant un site de liaison de haute affinité pour Pitx3
dans le promoteur de la tyrosine hydroxylase. Nous avons donc conclu que Pitx3
activait le promoteur de la tyrosine hydroxylase de fagon directe.

Mon projet a donc consisté & appronfondir 1’analyse du patron d’expression
de Pitx3 dans I’embryon de souris et a identifier une cible transcriptionnelle pour ce

facteur de transcription.
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RESUME

Ce court papier vise a faire le point sur le patron d'expression de Pitx3 dans
'embryon de souris. La technique d'hybridation in sifu a été utilisée afin de détecter
spécifiquement les ARN messagers encodant Pitx3. Comme on le savait déja, Pitx3
est exprimé dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale et dans I'ceil. Ce
travail montre également que Pitx3 est présent dans le cartilage du nez ainsi que dans
tous les muscles squelettiques de l'embryon. Il apparait dans les dérivés du
dermomyotome au jour E11.5 et dans les mémes structures que MyoD. Il est ensuite
exprimé aussi bien dans les muscles squelettiques hypaxiaux qu'épaxiaux ainsi que
dans les muscles de la téte. Son expression y est maintenue jusqu'au jour E16.5 au
moins. Ceci fait de Pitx3 un bon marqueur de muscle squelettique chez la souris et
cadre bien avec la récente caractérisation par d'autres membres de notre laboratoire
d'une interaction transcriptionnelle entre MyoD et Pitx1/3 dans le contexte du

promoteur de 'actine squelettique.
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ABSTRACT

The Pitx1 and Pitx2 homeodomain transcription factors have been implicated
both in cranio-facial development and in hindlimbs specification and left-right
lateralization, respectively. The third member of this paired subfamilly, Pitx3, was
characterized for its expression in midbrain dopaminergic neurons and in the eye.
However, its expression in the trunk has not yet received much attention. We now
show that it is expressed in all skeletal muscles with an onset that follows Myf5 and

roughly corresponds to that of MyoD.
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INTRODUCTION, RESULTS AND DISCUSSION

The Pitx3 gene was initially cloned from rat brain and early analyses of its
pattern of expression indicated that it differs entirely from that of Pitx1 and Pitx2
[reviewed in (Gage and al. 1999;Drouin 1999)]. In particular, it is expressed in
midbrain dopaminergic (MesDA) neurons (Smidt and al. 1997) and in the eye.
Furthermore, Pitx3 mutation were implicated in anterior segment mesenchymal
dysgenesis (ASMD) and congenital cataracts (Semina and al. 1998). The aphakia
mouse mutation which affects the eye was defined as a Pitx3 promoter deletion,
which reduces Pitx3 expression (Semina and al. 2000). Pitx3 expression pattern
outside brain and eyes is still poorly defined. We now show that Pitx3 is specifically
expressed in skeletal muscles, but not in smooth or cardiac muscles from embryonic

day 11.5 (E11.5) in mice.

Pitx3 expression was defined by in situ hybridization to mouse embryo
sections. In the head, Pitx3 was detected in MesDA neurons (Fig. 1A, B) and in eye
(Fig. 1C, D). The expression of Pitx3 in the lens (Fig. 1C, D) differs from that of
Pitx2 in eyelid and perioptic mesenchyme (Lu and al. 1999). Pitx3 mRNA was also
detected in head and neck muscles, including the tongue, as well as in nasal process
(Fig. 1A, B). This head muscle expression led us to investigate Pitx3 expression in
trunk muscles. In addition to cranio-facial muscles (Fig. 2A, B), we observed Pitx3
hybridization in limb (Fig. 2A, B), axial and intercostal (Fig. 2C) skeletal muscles.

In contrast, Pitx3 did not appear to be expressed in gut smooth muscles or in cardiac
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muscle (Fig. 2C). This expression contrasts with the Pitx2 expression in heart (Gage
and al. 1999;Harvey 1998). The only skeletal muscles in which Pitx3 was not
detected are the muscles of the tip of the tongue, where Pitx1 is present (Lanct6t and
al. 1997). The tongue appears to be a mix of muscle precursors originating from the
first to fourth branchial arches (Kaufman and Bard 1999). Thus, Pitx1 expression in
the tongue tip may correlate with it first arch expression (Lanctdt and al. 1997)
whereas Pitx3 expression in the more proximal tongue muscles may reflect its later
onset of expression. Trunk muscle expression of Pitx] is restricted to posterior

structures like hindlimbs and it starts later than Pitx3 (Lanct6t and al. 1997).

In order to determine the timing of Pitx3 mRNA appearance during skeletal
muscle development, we performed comparative in situ hybridizations with Pitx3
and Myf5 cRNA probes. Myf5 is the earliest myogenic bHLH factor to be expressed
in the dorsal part of somites which later gives rise to the dermomyotome; its
expression is detected from day E8 in early somites but is reduced as MyoD
expression starts (Ott and al. 1991;Rudnicki and al. 1992). In sections of E10.5
embryos, Myf5 mRNA was detected in dermomyotome while Pitx3 was not (Fig. 3B
and A, respectively). Pitx3 mRNA was first detected in dermomyotome at E11.5
(Fig. 3C). MyoD is expressed in the dermomyotome from around day E10.5 and
concomitantly with a decrease of Myf5 expression (Sassoon and al. 1989). In E11.5
embryos, Pitx3 and MyoD were co-expressed in the dermomyotome (Fig. 3D and E).
Thus, the onset of Pitx3 expression in dermomyotome is later than Myf5 and follows

with that of MyoD.
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In order to further establish this correlation in various skeletal muscles,
additionnal comparative in situ hybridizations were performed with Pitx3 and MyoD
cRNA probes on E15.5 embryo sections. Using transverse consecutive sections, we
observed a striking co-localization of Pitx3 and MyoD mRNA in all muscles of

hindlimbs, tail, body wall and axial muscle. (Fig. 4).

In summary, Pitx3 mRNA appears to be expressed in all skeletal muscles of
the mouse, with the exception of some tongue muscles. Skeletal trunk and limb
muscles originate from somites while face and neck muscles mostly derive from
paraxial mesoderm of the head. This paraxial mesoderm forms a continuous mass of
cells (termed somitomere) on each side of the neural tube instead of well-defined
segmented structure like somites. Somitomeres produce bone and muscle precursors
like somites, but Pax3 is not expressed in somitomeres while Myf5 and MyoD are
(Noden and al. 1999). Since Pitx3 is expressed as well in skeletal muscles whether of
somite or somitomere origin, it should be considered as a general marker of skeletal
muscles rather than of somites derivatives only. The coordinate co-localization of
Pitx3 and MyoD in skelettal muscles is suggestive of a joint role in control of muscle
specific gene expression and, indeed, our group has recently shown specific physical
interactions between Pitx and bHLH transcription factors (Poulin and al. 2000) and
also transcriptional interactions for muscle-specific expression (Poulin G. and al., in

preparation).
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MATERIALS AND METHODS

1.1  Mouse strains and embryos
CBAxC57BL6 were mated, and the morning when a vaginal plug was detected was
considered as embryonic day (E) 0.5. Pregnant mice were killed and embryos were

dissected, fixed overnight at 4°C in 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin.

Sections (5 um) were mounted on aminopropyle-thioxysilane-treated slides.

1.2.  In situ hybridization

The cRNA Pitx3 probe was synthesized using a BamHI/Pstl fragment containing
base pairs 799-971 of the Pitx3 ¢cDNA (Smidt and al. 1997). In contrast to other
hybridizations that were performed with 5” or 3’ Pitx3 probes, the probe used for the
experiments presented in this paper contained the homeodomain, and there is weak
cross-reactivity with other members of the Pitx family in some structures, e.g., the
pituitary. The cRNA MyoD probe was synthesized as described previously (Sassoon
and al. 1989). The full-length Myf5 cDNA was used to synthesize the corresponding
cRNA probe.

In situ hybridizations were performed as previously described (Smidt and al. 1997).
Slides were dipped in K.5 autoradiographic emulsion (Ilford or Kodak NTB2)
exposed for 14-30 days, developed with Kodak D-19 and counterstained with

hematoxylin-eosin.
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Figure 2.1. Pitx3 expression in head
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Figure 2.2. Skeletal muscles express Pitx3 during development
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Figure 2.3. Dermomyotome expression of Pitx3 follows Myf5 and is concurrent with
MyoD
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Figure 2.4. Co-localization of Pitx3 and MyoD in skeletal muscles

58



59

FIGURE LEGENDS

Figure 2.1. Pitx3 expression in head

A (dark field), B (bright field)- /n situ hybridization performed on sagittal section of
day E15 mouse embryo. Pitx3 mRNA is detected in MesDA neurons, nasal process
(np), tongue (t) and neck muscles (nm). Signal in pituitary (and probably olfactory
epithelium) is likely to be cross-hybridation with Pitx1 or 2 since there is no Pitx3
mRNA in this tissue (Tremblay and al. 1998).

C (dark field), D (bright field)- In situ hybridization performed on frontal section of
day E11.5 mouse embryo showing strong Pitx3 expression in the eye lens. In
contrast, Pitx2 is expressed in periocular mesenchyme (pem) and in eyelid

mesenchyme (el) (Lu and al. 1999)

Figure 2.2. Skeletal muscles express Pitx3 during development

A, (dark field), B (bright field)- In situ hybridization performed on frontal section of
day E14.5 mouse embryo showing Pitx3 expression in facial (fm) and forelimb
(fbm) muscles. Pitx3-positive MesDA neurons are visible on one side of the brain.
C- Dark field photomicrograph of in situ hybridization performed on sagittal section
of day E14 embryo showing Pitx3 expression in intercostal (icm), neck (nm), axial

(am), tongue (t) and limb muscles.
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Figure 2.3. Dermomyotome expression of Pitx3 follows Myf5 and is concurrent
with MyoD

Dark field photomicrographs of in situ hybridizations performed on sections of day
E10.5 (frontal A, B) and of day E11.5 (frontal C; sagittal D, E) mouse embryos.
Pitx3 mRNA (A, C, D) is detected in dermomyotome derivatives (dm) at day E11.5
(C, D), but not at E10.5 (A). Myf5 is expressed in dermomyotome derivatives (dm)
at day E10.5 (B). In contrast, MyoD (E) is present in tongue (t) and dermomyotome

derivaties (dm) at E11.5

Figure 2.4. Co-localization of Pitx3 and MyoD in skeletal muscles

A-D (dark fields), E-F (bright fields)- In situ hybridizations performed on transverse
sections of day E15.5 mouse embryos showing co-localization of Pitx3 (A, B) and
MyoD (C, D) in hindlimb (hbm) and tail (tlm) muscles, axial muscles (am) and the
three layers of abdominal wall musculature (bwm). A, C, E are at hindlimb/kidney
level whereas B, D, F are at rump level. Weak Pitx3 expression is detected in blader

(bl) (A). Internal structures were lost during slide processing on sections A, C and E.
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RESUME

L'apparition successive de Pitx3 et de la tyrosine hydroxylase dans les
neurones dopaminergiques de mésencéphale suggere que Pitx3 puisse avoir un role
dans le contrdle transcriptionnel de la tyrosine hydroxylase. Nous avons de plus
identifié plusieurs sites de liaison potentiels pour ce facteur de transcription a
homéodomaine dans le promoteur de la tyrosine hydroxylase murin. Nous avons
également montré que Pitx3 pouvait activer ce promoteur via sa liaison a un site de
de haute affinité dans ce promoteur. Nurrl, un récepteur nucléaire orphelin essentiel
au développement des neurones dopaminergiques du mésencéphale, n'a pas d'effet
sur ce promoteur ni sur l'activation produite par Pitx3. L'activation du promoteur de
la tyrosine hydroxylase par Pitx3 semble étre spécifique aux cellules P19, ce qui
suggére que d'autres mécanismes interviennent dans ce mécanisme. La capacite de
Pitx3 4 moduler I'activité du promoteur de la tyrosine hydroxylase suggére un role
pour ce facteur de transcription dans le développement et/ou le maintien des

neurones dopaminergiques du mésencéphale.
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ABSTRACT

Tyrosine hydroxylase (TH) is the rate-limiting enzyme of dopamine and
(nor) adrenaline biosynthesis. Regulation of its gene expression is complex and
different regulatory mechanisms appear to be operative in various neuronal lineages.
Pitx3, a homeodomain-containing transcription factor, has been cloned from
neuronal tissues and, in the CNS, mouse Pitx3 is exclusively expressed in midbrain
dopaminergic (MesDA) neurons from embryonic day 11 (E11). TH appears in these
neurons at E11.5, consistent with a putative role of Pitx3 in TH transcription. We
shown that Pitx3 activates the TH promoter through direct interaction with a single
high affinity binding site within the promoter and that this site is sufficient for Pitx3
responsiveness. In contrast, we did not observe an effect of Nurrl, an orphan
nuclear receptor essential for normal development of MesDA neurons, on TH
promoter activity. Pitx3 activation of TH promoter activity appears to be cell-
dependent suggesting that Pitx3 action may be modulated by other(s) regulatory

mechanism(s) and factor(s).
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INTRODUCTION

The complexity of the mammalian brain depends, in part at least, on the
diversity of differentiation pathways taken by neuronal cells. Several genes are
known to define large domains of the central nervous system during early
development, acting on mitotic precursors. These genes pattern the neuroepithelium
and specify the identity of neuronal precursors along dorso-ventral and antero-
posterior axes (Lumsden and Krumlauf 1996;Tanabe and Jessell 1996). Final
differentiation occurs once precursors have exited the cell-cycle and is characterized
by expression of the enzymes or neurotransmitters required for neural functions.
Few genes have been implicated in these late events of differentiation of specific
neuronal populations (Edlund and Jessell 1999;Goridis and Brunet 1999).

The midbrain dopaminergic (MesDA) neurons have been actively studied
because of their unique character, ease of identification and their involvement in the
pathogenesis of Parkinson's disease. As other ventral neurons in the central nervous
system, their early development is dependent of Sonic Hedgehog (Shh), which is
secreted by notochord and floorplate (Echelard and al. 1993;Roelink and al.
1994;Chiang and al. 1996;Ericson and al. 1997). Their differentiation on the rostral
side of the midbrain-hindbrain boundary (MHB) appears to be induced by FGFS,
which is produced at the boundary. These two morphogens (Shh and FGF8) were
sufficient to induce MesDA neuronal differentiation in explants taken from dorsal
midbrain and telencephalon (Ye and al. 1998) and in neuronal stem cells originating

from embryonic stem (ES) cells (Lee and al. 2000).
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Two genes potentially required for the late differentiation of these neurons
have been identified recently. Nurrl, an orphan nuclear receptor expressed widely in
the mouse brain is the only member of its family [which includes Nur77 (NGFI-B)
and NOR1] to be expressed in MesDA neuron precursors, from embryonic day 10.5
(E10.5) (Zetterstrom and al. 1996). This may explain why inactivation of the Nurrl
gene in mice specifically affected MesDA neurons. Indeed, MesDA neurons
degenerate and die by apoptosis around day E18.5 in Nurrl knock-out mice
(Zetterstrom and al. 1997;Wallen and al. 1999). However, Nurrl is not sufficient by
itself to promote dopaminergic differentiation of neuronal stem cells (Wagner and al.
1999).

Pitx3 (Ptx3), an homeodomain-containing transcription factor, is expressed
from day E11 in mouse MesDA neuron precursors. This is the only site of Pitx3
expression in the CNS and its expression is maintained throughout adult life in men
and mice (Smidt and al. 1997). This expression is unaffected by Nurrl knock-out,
showing the independence of the two pathways (Saucedo-Cardenas and al. 1998).
Pitx3 was hypothesized to be a regulator of MesDA tyrosine hydroxylase (TH)
expression because of its appearance a half-day before TH during development. The
Pitx subfamily of homeoproteins falls within the paired class of homeoproteins and
together with the Otx genes, these subfamilies constitute a subgroup of mammalian
proteins that share similar DNA binding specificity with Drosophila bicoid (Wilson
and al. 1996). The mechanisms of action of these homeoproteins has been defined
for their transcriptional role in expression of downstream target genes in the pituitary

gland (Lamonerie and al. 1996;Tremblay and al. 1998;Tremblay and Drouin
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1999;Tremblay and al. 1999;Poulin and al. 1997;Poulin and al. 2000;Szeto and al.
1996) reviewed in (Drouin and al. 1998).

TH is the first and rate-limiting enzyme for dopamine biosynthesis and an
important marker of dopaminergic, noradrenergic and adrenergic neurons. The
regulation of its expression appears to be complex and implies different mechanisms
depending of the site of expression (Kumer and Vrana 1996). Differences have also
been observed between species (Gandelman and al. 1990). The precise localization
of sequences required for correct expression of TH in vivo appears to depend on
experimental design and results published so far are often contradictory (Kaneda and
al. 1991;Sasaoka and al. 1992;Banerjee and al. 1994;Min and al. 1994;Morgan and
al. 1996;Liu and al. 1997;Schimmel and al. 1999). In particular, sequences (and
transcription factors) responsible for TH transcription in MesDA neurons are not
known.

We show here that the murine TH promoter contains several putative binding
sites for Pitx3 and that its activity is stimulated by Pitx3 in transient transfection
assays. Further, we show that only one of these sites is a high affinity Pitx3 binding
site and that it appears sufficient for Pitx3 activation of transcription. These results
demonstrate a direct action of Pitx3 on the mouse TH gene and suggest a role for this

homeoprotein during development and/or maintenance of MesDA neurons.
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MATERIALS AND METHODS

Plasmids and oligonucleotides

The mouse tyrosine hydroxylase promoter has been kindly provided by Dr
Richard Palmitter. Constructs containing sub-fragments of this promoter in front of
the luciferase reporter gene were constructed in the pXP1 vector. 4 kb and 1.2 kb
TH promoter fragments were sub-cloned with EcoRV-Sall and Mscl-Sall,
respectively. The -762 bp construct was obtained by X#ol internal deletion of the 4
kb construct. The —452 bp, -305 bp and —157 bp TH promoter fragments were
amplified by PCR, cloned as Kpnl-Sall fragments in pXP1 and sequenced before
use. Point mutations were made using pALTER (Promega) according to the
manufacturer's recommendations. The oligonucleotide sequences used to insert
mutations n site 111, v and A% are, respectively,
TGAACCCTTGTGGACTACTGCATGGGCGCT,
TATGCCCTGGTATTAGTCGAGAGCTCTA, and
TGCAATTAGATCGACTAGTACGGAGGCTCT (bold characters are the mutated
nucleotides). Double mutation was performed in a single round of mutagenesis by
using two mutant oligonucleotides at the same time. Mutant promoters were sub-
cloned in pXP1 and have been fully sequenced prior their use. (POMC Pitx site),-
Luc construct was previously described (Lamonerie and al. 1996). Pitx, Otx and
Nurrl expression vectors were previously described (Smidt and al. 1997;Drouin and

al. 1998;Tremblay and al. 1999;Maira and al. 1999).
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Cell culture

Embryonic carcinoma P19S18 cells (Rossant and McBurney 1982) were
cultured in o-MEM (Gibco BRL) supplemented with 10% fetal bovine serum or in
o-MEM supplemented with 2.5% FBS serum and 7.5% DBS serum during retinoic
acid (RA) treatment. Neural differentiation of P19 cells (P19RA) was performed by
treating P19 monolayers at 70% confluence with 100 M RA for four days. The
sixth day, cells were harvested and replated for use. This step eliminated the few
cells that failed to differentiate. CV-1 and PC12 cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle medium (DMEM) (GibcoBRL) supplemented with 10% fetal bovine
serum. All cultured cells were maintained at 37°C in humidified air containing 5%

CO2.

Transient transfections

For luciferase assays, cells were plated at 50,000 cells/well in 12-wells plates
and transfected the day after. P19, P19RA and CV-1 cells were transfected with the
calcium phosphate co-precipitation method. 1.5 pg of reporter plasmid was
transfected in each well plus the indicated amount of expression vector(s). Empty
expression vector and pBluescript were added to obtain the same total amount of
expression vector and a total of 2.5 pg of DNA in each well. 18 hours after
transfection, media were changed. Cells were harvested 40 to 44 hours after
transfection and luciferase activity measured as previously described (Lamonerie
and al. 1996). PC12 cells were transfected with Lipofect AMINE (Pharmacia)

according to the manufacturer's recommendations using 500 ng of reporter and a
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total of 1.5 pg of DNA in each well of 500,000 cells. Transfected cells were
harvested 24h later for luciferase activity measurement.

For preparation of nuclear extracts, CV-1 cells were plated in 100-mm
culture dishes (500 000 cells each) and transfected using the calcium phosphate co-
precipitation method with 20 pg of DNA/dish. Media were changed 18 hours after

transfection and nuclear extracts were prepared 40-44 hours post-transfection.

Nuclear extracts

Transfected cells were washed once and harvested in cold phosphate-
buffered saline (PBS) containing 6 mM EDTA. Cells were then centrifuged and
resuspended in 400 pl of buffer A (10 mM HEPES [pH 7.9], 10 mM KCI, 0.1 mM
EGTA, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF], 1 mM dithiothreitol [DTT]
and 10 pg each of the protease inhibitors leupeptin, aprotinin and pepstatin /ml).
Cells were incubated on ice for 15 min before addition of 25 pl of NP-40 followed
by vigorous vortexing. After centrifugation, the nuclear pellet was resuspended in
50 pl of buffer B (10 mM HEPES [pH 7.9], 0.1 mM EGTA, 0.4 M NaCl, 0.5 mM
PMSEF, 1 mM DTT and 10 pg each of protease inhibitors as above/ml) and shaken
vigorously at 4°C for 1h. The extracts were centrifuged and the concentration of the

supernatant was estimated by the Bradford assay.

Pitx3 antiserum
Sequences encoding amino acids 9 to 45 of rat Pitx3 were sub-cloned in

frame with MBP and GST into their respective vectors. The fusion proteins were
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purified from E. coli BL-21 according to the maltose and sepharose beads
manufacturer's recommendations (New England Biolabs and Pharmacia Biotech,
respectively). Antibodies were raised by injection of 100 pg of MBP-Pitx3y 5 in
New Zealand female rabbits; two booster injections were made at 4 and 6 weeks
after control injection. After assessment of immunological response by Western
blot, the rabbits were sacrificed and serum collected. The anti-serum was purified on

a GST-Pitx3,,5 column to obtain an affinity-purified antibody preparation.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

The following EMSA probes were synthesized:
POMC site: CAGGATGCTAAGCCTCTGTCCA (coding)
TGGACAGAGGCTTAGCAT (reverse),
site I: GGAGATGATAATCAGAGGAATC (coding)
GATTCCTCTGATTATCAT (reverse),
site Il: TAGAGGAATAATCTTTCTGAAA (coding)
TTTCAGAAAGATTATTCC (reverse),
site I[II: CCCTTGGGTAATCCAGCATGGG
(coding) CCCATGCTGGATTACCCA (reverse),
site IV: GAGCTCTCTAATCAAACCAGGG (reverse)
CCCTGGTTTGATTAGAGA (coding),
site V: ATTAGATCTAATGGGACGGAGG (coding)
CCTCCGTCCCATTAGATC (reverse) and

site VI. CTGACGTCAAAGCCCCTCTGGG (coding)
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and CCCAGAGGGGCTTTGACG (reverse). Probes were labeled by Klenow fill-in
in presence of radioactive (**P) dCTP or dATP. 50,000 CPM of equivalent specific
activity probes were used in each reaction with 5 pg of nuclear extracts. In
supershift experiments, 5 pg of immunopurified immunoglobulins were used per
reaction. Binding reactions were performed in 20 pl of binding buffer (25 mM
HEPES [pH 7.9], 84 mM KCI, 10% Glycerol and 5 mM DTT) and incubated on ice
for one hour. Binding reaction mixes were separated on non-denaturating 5%
polyacrylamide gel in Tris-Glycine buffer (40 mM Tris and 195 mM Glycine) at
200V for 3 hours, at 4°C. Gels were dried and exposed for autoradiography

overnight at room temperature.



72

RESULTS

The mouse TH promoter contains several Pitx3 putative sites

The TH promoter was searched for putative Pitx3 binding sites. As for other
homeoproteins with bicoid DNA binding properties, Pitx3 binds a consensus site
similar to TAA(T/G)C(C/T) (Wilson and al. 1996;Tremblay and al. 1998;Smidt and
al. 1997). Some mismatches within this consensus site are compatible with high
affinity DNA binding (Tremblay and al. 1998). This analysis revealed four putative
sites in the first kb of the mouse TH promoter (Sites I, II, IIT and IV in Fig. 1A). We
also considered another putative site of action (site V) because of previous work
showing that this site is a target for another homeoprotein, Arix (Phox2A in mouse)
in noradrenergic cells (Zellmer and al. 1995). Two of these sites (I and V) are
perfectly conserved between mouse and rat. Two sites (Il and III) are perfect
consensus in mouse, but the homologous rat sequences lack the A at the third
position and the T at the fourth position (site IT) or the first T of the site (site III).
We finally included in our analysis a VIth site because another group suggested a

Pitx3-dependent effect through this site (Cazorla and al. 2000).

Pitx3 activates the TH promoter in P19 cells

In order to determine if Pitx3 activates the TH promoter, we performed
transient transfections in P19 cells. These cells were derived from a mouse
embryonic carcinoma and they will differentiate into different cell types when

treated in vitro with different inducers. Upon retinoic acid (RA) treatment, P19 cells
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differentiate into neuronal cells. Most of these neuronal cells have a GABA-ergic
phenotype and less than 1% are TH-positive (McBurney 1993). P19 cells do not
express Pitx3 in their undifferentiated state nor when treated with RA, as determined
by RT-PCR (data not shown). Thus, P19 cells are an appropriate model of
undifferentiated cells with neuronal potential.

In P19 cells, Pitx3 activated (up to 5-fold activation) transcription from a 4-
kb TH promoter placed in front of the luciferase reporter gene and this effect is dose-
dependent (Fig 2A). In contrast with results obtained by others working with
different cells (Sakurada and al. 1999;Cazorla and al. 2000), we did not observe any
significant effect of Nurrl alone or in combination with Pitx3 in these cells (Fig.
2B). Since others reported cell-specific activities for Pitx3 as well as for Nurrl, we
tested a panel of cell lines for responsiveness of the TH promoter to Pitx3 (Fig. 3A).
While Pitx3 activated the TH promoter in undifferentiated P19 cells (Fig. 2 and first
two lanes of Fig.3A), it had a mild repressive effect in P19 cells treated with RA for
neuronal differentiation although Pitx3 can activate a simple Pitx target reporter as
well in both cell contexts (Fig. 3B). In addition, Pitx3 had no effect on TH promoter
when co-transfected in pheochromacytoma cells (PC12 cells) or fibroblasts (CV-1
cells).

The three members of the Pitx family activated TH promoter similarly (Fig.
4). In contrast, the Otx transcription factors which are related to the Pitx subfamily
(Lamonerie and al. 1996) did not significantly activate the TH promoter. These
results suggested a unique property of the Pitx transcription factor(s) for TH

transcription by contrast to the Otx factors which otherwise share similar DNA
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binding specificity (Drouin and al. 1998). This specificity is striking in the view of

the likely expression of Otx2 in MesDA neurons (Simeone and al. 1993).

A single target site is responsible for Pitx3 action

In order to determine whether one or more Pitx3 binding site(s) (Fig. 1B) is
(are) required for Pitx3 activation of the TH promoter, we generated a serie of
promoter 5' deletions (Fig. 5A). Deletion of sequences between —4 kb and -762 bp
did not affect the response to Pitx3, indicating that the target sequence is within the
shorter promoter fragment. Whergas deletion of the upstream sites I and II had no
effect, deletion of site III completely abolished the effect of Pitx3, suggesting that
sites IV, V and VI are insufficient for Pitx3 responsiveness.

In order to ensure that the loss of Pitx3 responsiveness upon deletion of
sequences between —452 and 305 bp resulted from deletion of the putative Pitx3
binding site III but not of other essential regulatory sequences, we introduced point
mutations in sites III, V or IV and V (Fig. 5B). In support of the promoter deletion
analysis (Fig. 5A), mutagenesis of only site III prevented Pitx3 responsiveness.
None of these mutations affected basal promoter activity. Thus, TH site III appears

to be entirely sufficient for Pitx3 activation of this promoter.

TH site III is a Pitx3 high-affinity binding site
In order to test the relative affinity of Pitx3 for its putative binding sites in
the TH promoter, we performed in vitro binding assays with probes derived from the

six Pitx3 putative binding site (Fig. 6A). We used nuclear extracts from CV-1 cells
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transiently transfected with an expression vector containing Pitx3 coding sequences
or with the empty vector. CV-1 cells do not express Pitx3 (RT-PCR, data not
shown) and do not have endogenous binding activity for all probes, except site I
probe (lanes 4 and 5). As positive control for DNA binding, we used a probe
containing the previously characterized (Lamonerie and al. 1996) Pitx binding site of
the pro-opiomelanocortin (POMC) promoter (Fig. 6A, lane 3). Of the putative TH
sites, only site III bound Pitx3 with similar affinity (lane 9). Sites I, II and VI
exhibited faint binding (lanes 5, 7 and 15) and much longer gel exposure was
required to detect even fainter binding to sites IV and V (data not shown). We
confirmed by supershifting with a Pitx3 antiserum that the band observed with
POMC and site III probes did indeed contain Pitx3 (Fig. 6B, lanes 5 and 11).
Control IgGs had no effect on Pitx3 complexes (lanes 6 and 12), showing the
specificity of the supershift.

In order to definitely support the requirement for Pitx3 binding to the TH
promoter, we took advantage of the availability of a single amino acid mutant of the
Pitx]1 homeodomain which prevents DNA binding (Tremblay and al. 1999). Pitx1]
activated the TH promoter as well as Pitx3 (Fig. 4 and Fig. 6C) and the Pitx1 K139A
mutant no longer affected TH promoter activity (Fig. 6C), clearly showing the
importance of DNA binding by these factors for TH promoter activation.

Taken together, these results show that Pitx3 induces mouse TH promoter

activity in P19 cells through direct DNA binding of site IIL
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DISCUSSION

The present work clearly shows that Pitx3 can contribute to the control of TH
promoter activity through direct interaction with the TH promoter.  This
transcriptional activation depends on the presence (Fig. 5) of a high affinity
promoter binding site (Fig. 6A and B) and on Pitx3's ability to bind DNA through its
homeodomain (Fig. 6C). However, this ability of Pitx3 to activate TH promoter
activity appears to be cell-dependent, suggesting that this function may be subjected
to other(s) regulatory mechanism(s). Modulation of Pitx3 activity may play an
important role during development, cell differentiation or maintenance of MesDA

neurons.

Pitx3 activates TH promoter directly via a specific site

The Pitx3 binding site that we identified within the TH promoter is entirely
comparable to other Pitx binding sites in target genes (Tremblay and al.
1998;Amendt and al. 1998;Szeto and al. 1996) and to binding sites for other paired
proteins of bicoid-related DNA binding specificity (Wilson and al. 1996;Wilson and
al. 1993). Indeed, all these high affinity Pitx binding sites contain the consensus
sequence TAA(G/T)C(C/T), although some active sites of unknown relative affinity
may have a T at the second position (Tremblay and al. 1998). It is noteworthy that
all these sites have perfectly conserved residues at 3™ and 5" positions of the
consensus. In this context, it is not surprising that site VI of the TH promoter should

be of low affinity (Fig. 6A) and that its presence in TH promoter constructs is not
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sufficient for Pitx3-dependent activation (Fig. 5A). The implication of this site by
Cazorla and al. (Cazorla and al. 2000) in the mechanism of Pitx3 action on the TH
promoter is surprising given the present findings. In contrast, the low Pitx3 binding
affinity of site II was unexpected since this site has a consensus sequence that
appears as good as site III. Differences in the immediate environment of this site in
the TH promoter context may explain this fact. Finally, similarly to the site VI, site
III of the rat TH promoter has a nucleotide difference with the mouse at the first
position of the consensus (Fig. 1B): this difference decreased Pitx3 binding
significantly (data not shown) and thus it is likely to render this sequence poorly
responsive to Pitx3. Regulatory promoter sequences of the TH promoter appear to
differ between species (Gandelman and al. 1990) and thus Pitx3 may still act on the
TH promoter of other (than mouse) species through a different binding site. Indeed,
such sites have been identified in the rat TH promoter (Schimmel and al. 1999).

Further experiments will be needed to confirm the activity of these sites.

Ability to activate TH promoter is restricted to Pitx subfamily

In general, the three members of Pitx sub-family were found to have very
similar activities (Tremblay and al. 2000;Smidt and al. 1997;Drouin and al. 1998).
Consistent with these observations, the three Pitx factors activate the TH promoter
and the closely related Otx homeoproteins do not (Fig. 4). Biologically, only Pitx3
can activate this promoter in MesDA neurons for the trivial reason that Pitx 1 and 2
are not expressed at this site. In the normal developing mouse, MesDA neurons

appear to only express Pitx3 (Smidt and al. 1997) since Pitx1 is not expressed at all
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in the CNS (Lanctot and al. 1997) and the brain expression of Pitx2 appeared to
exclude the midbrain region. Pitx2 is nonetheless expressed both anteriorly and
posteriorly of the MesDA system in the ventral brain (Kitamura and al. 1997). The
only related homeoprotein known to be expressed in the midbrain is Otx2 (Simeone

and al. 1993) but it did not significantly activate the TH promoter.

Nurrl has no effect on mouse TH promoter

The presence of a Nurrl consensus NBRE binding site (Maira and al. 1998)
within the TH promoter suggested that this orphan nuclear receptor could influence
the activity of this promoter. In addition, physical and transcriptional interactions
have been already characterized between Pitx1 and an orphan nuclear receptor, SF-1
(Tremblay and al. 1999;Tremblay and Drouin 1999;Tremblay and al. 1998),
suggesting that similar interaction could take place between Pitx3 and Nurrl in the
context of the TH promoter. However, we did not observe any significant effect of
Nurrl on TH promoter activity nor on the activation produced by Pitx3 (Fig. 2B).
This is in apparent contradiction with results from other groups who reported
activation of TH promoter by Nurrl (Sakurada and al. 1999;Cazorla and al. 2000).
These groups utilized the rat TH promoter in their studies whereas the present work
used the mouse promoter. In addition, the action of Nurrl may depend on cellular
context, although we found Nurrl to potently activate a NurRE-Luc reporter in P19

cells (data not shown).
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Pitx3 activates TH promoter specifically in undifferentiated P19 cells

Use of a specific cell line seems to be of particular importance in regard to
Pitx3 activation of TH promoter activity. This can reflect the lack for a Pitx3 co-
activator in other cell lines and in differentiated P19 cells. Pitx factors are known to
interact with several transcription factors from different structural classes (Tremblay
and al. 1999;Tremblay and Drouin 1999;Poulin and al. 2000;Szeto and al. 1996) and
P19 cells may express a unique factor required for TH promoter activity. It is
noteworthy that P19 cells express several genes that are not frequently active in other
cell lines, such as Egrl, Gsc, Gbx2 and Wntl (Bouillet and al. 1995;Papkoff
1994;Edwards and al. 1991;Sawada and al. 2000). The pluripotent character of P19
cells may be important for Pitx3 activation of TH promoter activity. Similarly,
differentiation of MesDA-like neurons in vitro was more efficient using ES cells
(Lee and al. 2000) than with neuronal stem cells (Wagner and al. 1999), the latter

having more restricted differentiation capacities compared to ES cells.

Role of Pitx3 in activation of TH promoter and MesDA neuron development or
maintenance

Although the present data suggest that Pitx3 activates TH promoter activity,
it is clear that TH can be expressed in the absence of this transcription factor since
TH is expressed outside the midbrain where Pitx3 is not present. There are many
examples of genes expressed in different tissues under control of different promoter
elements and different transcription factors. Therefore, the true role of Pitx3 in

MesDA transcription of TH may have to await gene inactivation (complete or
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conditional) studies of this gene. In the meanwhile, one mouse model with
decreased midbrain Pitx3 expression has been reported. Indeed, Imx1b-deficient
mice (Imx1b”) have few remaining Pitx3-positive cells in the midbrain, yet they still
exhibit transient TH expression (Smidt and al. 2000). Although these TH-positive
cells are not localized where normal MesDA neurons normally are, these results may
be taken to suggest that Pitx3 is not essential for MesDA TH expression.
Alternatively, the transient TH positive neurons observed in Imx1b” mice may not
truly be MesDA neurons since midbrain development appeared to be severely
perturbed in this model. In summary, although different studies have documented
the importance of Nurrl (Zetterstrom and al. 1997;Saucedo-Cardenas and al. 1998),
Imx1b and probably Pitx3 (Smidt and al. 2000) for MesDA development and/or
maintenance, regulation of TH transcription in MesDA neurons (and in particular the
precise role of Pitx3) remains difficult to investigate in the absence of an appropriate

cellular model system.

Pitx3 could act in the same way as Phox2 in noradrenergic system

Phox2a (Arix in rat) and Phox2b homeoproteins are the only transcription
factors identified so far for their implication in transcription of genes for
neurotransmitter biosynthesis. Phox2 expression is restricted to the noradrenergic
system (Valarche and al. 1993;Pattyn and al. 1997) where Phox2a and Phox2b are
essential for proper development (Morin and al. 1997;Pattyn and al. 1999;Pattyn and
al. 2000) and where they promote TH and dopamine P-hydroxylase (DBH)

expression by direct transcriptional activation through site V in the TH promoter
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(Fig. 1B) and a similar site in the DBH promoter (Zellmer and al. 1995;Swanson and
al. 2000;Swanson and al. 1997). These homeoproteins act on TH and DBH
transcription through cooperation with MASH1, a bHLH factor induced in response
to BMP2 signals (Hirsch and al. 1998;Lo and al. 1999;Stanke and al. 1999;Lo and al.
1998). In the MesDA system, Pitx3 could act in a similar way since the Pitx
homeodomain was shown to be capable of specific protein:protein interaction with

bHLH factors (Poulin and al. 2000).
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Figure 3.1. The mouse TH promoter contains several Pitx3 putative binding sites.
A) Schematic representation of mouse TH promoter. Pitx3 putative sites are illustrated as
black boxes that are identified with roman numbers. Their position is indicated relative
to other known regulatory sites, the TRE (TPA response element) and the CRE (cyclic
AMP response element), represented in grey (Kumer and Vrana 1996). B) Sequences of
the mouse and rat putative Pitx3 binding sites. The promoter sites I to VI (in bold) are
shown in comparaison to a consensus site for paired class homeoproteins of bicoid DNA
binding specificity (Wilson et al. 1996) and to a documented active Pitx binding site from

the POMC promoter (Lamonerie et al. 1996).
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Figure 3.2. Pitx3 activates the mouse TH promoter in P19 cells. A) Pitx3 produces a
dose-dependent activation of TH promoter activity in P19 cells. Cells were co-
transfected with a luciferase reporter gene containing a 4 kb fragment of the mouse TH
promoter and with increasing amounts of Pitx3 expression vector or empty vector (ctrl).
B) Nurrl has no effect on TH promoter nor on the activation produced by Pitx3. Nurrl
expression vector was co-transfected with or without Pitx3 expression vector. A
representative experiment of at least three independent transfections performed in

duplicata is shown.
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Figure 3.3. Pitx3 effect on TH promoter in different cell lines. A) Pitx3 activation of
4 kb TH promoter is observed in undifferentiated P19 cells but not in P19 cells
differentiated in neuronal cells (P19RA), pheochromacytomé cells (PC-12) and
fibroblasts (CV-1). Co-transfections were performed with Pitx3 or empty expression
vector. Means +/- SEM of at least three independent experiments performed in duplicata
are shown. B) Pitx3 is active in both undifferentiated and differentiated P19 cells. A
reporter containing 3 copies of the Pitx binding site from the POMC promoter was used
to assess Pitx3 activity (Lamonerie et al. 1996). A representative experiment of three

independent transfections performed in duplicata is shown.
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Figure 3.4. Activity of different members of Pitx and Otx subfamilies on 4 kb TH

promoter. These experiments were performed in undifferentiated P19 cells as described

in the legend to Figure 3.
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Figure 3.6. Pitx3 binds site III with high affinity in vitro. A) In vitro binding
assays performed with CV-1 nuclear extracts transiently transfected with expression
vectors containing (+) or not (-) Pitx3 coding sequences. Probes of same length and
specific activity were produced for each mouse TH promoter and rat POMC
promoter putative Pitx3 binding site (Fig. 1B). n.e. : no extract. B) Supershift
experiment showing that complexes observed with POMC and site III probes
contained Pitx3. Immunopurified rabbit anti-Pitx3 (aPitx3) or control rabbit IgGs
were used as indicated. C) DNA binding activity of homeodomain is required for
TH promoter activation. The K139A mutant of Pitx1 (Tremblay et al. 1999) is a
single residue mutant in which lysine 50 of the homeodomain was changed to an
alanine, resulting in a loss of DNA binding capacity. Pitx3, Pitxl1 or K139A
expression vectors were co-transfected in P19 cells with the 1.2 kb TH reporter. A

representative experiment is shown.
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CHAPITRE 4. DISCUSSION

4.1 Similarités dans les processus développementaux des structures
exprimant Pitx3

L’étude de I’expression de Pitx3 chez I’embryon de souris a permis de
clarifier son patron d’expression, particuliérement en ce qui concerne le tronc et les
membres. Les seules données publiées a ce jour étaient incompletes et comportaient
certaines erreurs. Par exemple, on a identifié les tissus exprimant Pitx3 dans les
membres inférieurs comme étant le mésenchymes en condensation autour du fémur.
Les muscles intercostaux avaient également été identifiés de fagon similaire (Semina
1998). Les études effectuées dans le cadre de ce mémoire montrent que Pitx3 est
exprimé dans le muscle squelettique et que cette expression co-localise avec celle de
MyoD. Ainsi, les sites d'expression de Pitx3 dans l'embryon en développement
peuvent étre regroupés en trois catégories bien distinctes: neurones dopaminergiques
du mésencéphale, muscles squelettiques, certains dérivés des crétes neurales
mésencéphaliques.

Il est intéressant de constater que malgré d’importantes divergences dans
’origine de ces structures, il existe des similitudes frappantes au niveau des signaux
connus comme étant responsables de leur induction. En effet, le dermomyotome,
duquel dérivent les muscles squelettiques, est influencé par Shh, Wnt (1, 3 ou 4)
ainsi que BMP4. Les signaux Shh et Wnt ont un effet inducteur sur les précurseurs
musculaires alors que BMP4 a un effet répresseur. Cet effet répresseur semble
d'ailleurs important afin d'empécher une différenciation trop rapide des cellules
musculaires (Currie et Ingham 1998). Bien que le réle de BMP4 au sein du tube
neural dorsal soit différente (Lee et Jessell 1999), il n'en reste pas moins qu'il a un
effet répresseur sur l'induction des neurones ventraux, dont font partie les neurones

dopaminergiques du mésencéphale. Ces neurones sont ainsi également influencés
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par Shh, provenant du plancher du tube neural (Hynes et al. 1995b). Il a aussi été
montré que bien que cet inducteur ne soit pas essentiel au développement du
dermomyotome et de ses dérivés, il pouvait tout-de-méme induire Myf5, un bHLH
myogénique important pour le développement des muscles épaxiaux, et ainsi
promouvoir le développement musculaire (Cossu et al. 1996a;Borycki et al. 1999).
Les signaux Wntl provenant du tube neural dorsal semblent quant a eux essentiels
au bon développement du dermomyotome. On ne sait pas trop si ce mécanisme
pourrait s’appliquer plus particuliérement dans le cas des neurones dopaminergiques
du mésencéphale puisque le mésencéphale ne se développe pas du tout en l'absence
de Wntl (Ikeya et al. 1997). Cependant, on sait que les deux inducteurs des neurones
dopaminergiques du mésencéphale sont Shh et FGF8 (Ye et al. 1998). Or, il a
récemment été montré que FGF8 induisait l'expression de Wntl via Imx1B dans la
barriere mésencéphale-métencéphale (MHB) (Adams et al. 2000). De plus,
l'expression de Pitx3 chez les souris dont le géne Imxlb a été inactivé est
grandement diminuée (Smidt et al. 2000b). Il ne serait donc pas surprenant que Wntl
contribue au moins en partie au développement de ces neurones. Il est peu aisé de
discuter des signaux impliqués dans le développement des dérivés des crétes
neurales puisque peu de choses sont connues a ce sujet. On sait tout-de-méme que
Wntl est essentiel & l'expansion de ces cellules. Cet effet est remarquable
spécialement chez les souris dont le géne Wntl a été inactivé (Ikeya et al. 1997). Le
cartilage nasal et I'oeil sont deux structures dérivées des cellules des crétes neurales
dans lesquelles Pitx3 est exprimé. Dans les deux cas, ces cellules dérivent plus
précisément toutes des crétes neurales du mésencéphale (Le Douarin 1982).
Certaines évidences expérimentales (essentiellement des expériences de greffe) font
croire que ces cellules sont grandement influencées par les signaux recus de leur
environnement, ce qui se réflete d'ailleurs par leur grande plasticité

développementale. L'expression normale de Wntl dans le tube neural se limite au
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plafond du tube neural et ce, sur pratiquement toute la longueur du systeme nerveux.
L'exception 2 cette régle est le MHB ou Wntl est exprimé de fagon beaucoup plus
étendue. Il est tout-de-méme intéressant de faire la corrélation entre cette expresion
plus importante de Wntl justement dans la région d'ou proviennent les cellules des
crétes neurales qui exprimeront subséquemment Pitx3. On ne peut pas pousser cette
corrélation plus loin par manque de connaissance sur le réle que pourrait avoir Wntl
durant le développement de ces structures, mais il s'agit tout-de-méme d'une
coincidence qu'il serait intéressant d'étudier plus a fond dans le futur.

Ainsi, trois types de signaux différents influencent de maniere
potentiellement similaire les précurseurs des neurones dopaminergiques du
mésencéphale et les précurseurs musculaires somitiques. Ces similitudes pourraient
également s’étendre au développement des dérivés des crétes neurales
mésencéphaliques. Il se pourrait que ces inducteurs contribuent a l'expression
normale de Pitx3 dans I'embryon en développement. Souvent, les génes exprimeés
dans des structures différentes d’un organisme le sont graces a des mécanismes de
contrdle distincts pour chaque structure. On retrouve couramment dans le promoteur
de tels geénes des éléments spécifiques & chacune de leur région d’expression. Il en
est probablement de méme pour Pitx3. Cependant, le fait que les mémes voies de
signalisation soient impliquées dans la différenciation des structures exprimant Pitx3
laisse croire que certains mécanismes de contrdle spécifique de son expression
pourraient étre communs aux différents sites d’expression de Pitx3. Des études
visant & étudier la régulation du promoteur de Pitx3 sont présentement en cours au
laboratoire, ce qui contribuera a vérifier cette hypothése. Récemment, une
diminution importante de l'expression générale de Pitx3 a été observée chez les
souris Aphakia 4 cause d'une délétion de 652 pb dans ce promoteur. Il sera d'autant
plus intéressant d'étudier les éléments de régulation transcriptionnelle s'y trouvant en

temps normal (Semina et al. 2000).
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4.2 Cibles transcriptionnelles de Pitx3

Les travaux présentés dans le cadre de ce mémoire ont également permis
d'identifier la tyrosine hydroxylase en tant que cible transcriptionnelle directe de
Pitx3 dans le contexte des neurones dopaminergiques du mésencéphale. Puisque 1'on
suppose que les facteurs de transcription a homéodomaine possédent de nombreuses
cibles, Pitx3 influence certainement l'expression d'autres geénes que celui de la
tyrosine hydroxylase dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale.
Cependant, de tels genes demeurent toujours a identifier.

L'expression de Pitx3 dans le muscle squelettique suppose qu'il posscde
également des cibles transcriptionnelles dans le systéme musculaire. Puisque Pitx1
est aussi exprimé dans certains muscles squelettiques (mais plus tardivement que ne
l'est Pitx3) (Lanctét et al. 1997), des membres de notre laboratoire se sont interroges
quant a la capacité de Pitx1 d’interagir avec MyoD pour activer des geénes-cibles
dans le systéme musculaire. Ils ont ainsi montré que MyoD et Pitx1 activaient de
fagon synergique le promoteur de l'actine squelettique (Poulin, en préparation). Le
mécanisme menant a un tel effet semble complexe et impliquerait la liaison a 'ADN
de Pitxl sous forme de dimére. Bien que non favorisée, la dimérisation des
homéodomaines de type paired possédant une lysine en position 50 de leur
homéodomaine n'est pas impossible non plus (Wilson et al. 1993). La synergie entre
MyoD et les membres de la sous-famille Pitx s’applique aussi bien avec Pitx3
qu'avec Pitx1, mais n'est pas observée avec Pitx2. Bien que ce mécanisme ait été
caractérisé en premier lieu avec Pitx1, il semble qu'il puisse également s’appliquer a
Pitx3. Ceci est d'autant plus plausible que Pitx3 est exprimé dans tous les muscles
squelettiques alors que Pitx1 est restreint aux membres inférieurs. L'actine
squelettique est donc une cible potentielle de choix pour Pitx3 dans le systeme
musculaire en développement. Jusqu'ici aucune autre cible potentielle n'a été

identifié pour Pitx3.
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4.3 Considérations évolutives

Comme beaucoup d'autres génes impliqués au cours du développement, la
sous-famille Pitx est présente dans le régne animal depuis assez t6t dans I'évolution,
ce qui suggeére que les trois membres qui la composent originent de duplications

entrainant 1’acquisition de nouvelles fonctions.

4.3.1 Evolution des structures

Les patrons d'expression de Pitx1, 2 et 3 au cours du développement
de la souris sont assez complexes et incluent souvent des structures discrétes pas
toujours facilement identifiables. Afin de faciliter 1'analyse, seront considérees ici

seulement les structures majeures dans lesquelles ces facteurs sont exprimeés.

4.3.1.1 Pitx3

Le systtme dopaminergique du mésencéphale tel qu'on le
connait (comportant notamment une substance noire) est apparu chez les amniotes
(Les amniotes sont les animaux dont les embryons sont protégés par un oeuf a
coquille rigide. On considére généralement que les premiers amniotes ont été les
reptiles, a l'exception de la tortue qui est anamniote) (Bonn 1987;Hornby et al.
1987;Meek et al. 1989;Roberts et al. 1989;Wicht et Himstedt 1988;Yoshida et al.
1983). Les vertébrés anamniotes possédent bien quelques neurones dopaminergiques,
mais pas de systéme comparable & celui des amniotes (Gonzalez et Smeets 1991). La
distinction entre amniotes et anamniotes correspond aussi a l'apparition de la
structure des somites. Le somite amniote produit en effet deux lignées musculaires:
muscles épaxiaux et muscles hypaxiaux. Une telle division est absente chez les
anamniotes (Currie et Ingham 1998). Il est finalement assez difficile de juger du
moment de l'apparition de 1'oeil chez les vertébrés. Les cellules des crétes neurales
sont des structures qui leur sont uniques (Le Douarin 1982), mais les structures qui

en dérivent ont quelque peu évoluées depuis les premiers vertébrés. En effet, l'oeil
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des agnathes (vertébrés inférieurs) comporte bel et bien une lentille qui origine des
crétes neurales, mais les autres structures de cette origine, y compris les muscles
occulaires, ne sont pas présents. Bien que les amphibiens aient des yeux comportant
plus de structures de cette origine, les reptiles peuvent étre considérés comme €tant
les premiers animaux dont les yeux ont une structure semblable a celle des vertébrés
supérieurs (Fritzsch 1998).

4.3.1.2 Pitx1

Deux structures caractérisent principalement le patron
d'expression de Pitx1: les membres inférieurs et la mandibule.

Ironiquement, les membres les plus primitifs chez les
vertébrés se retrouvent chez les serpents. Bien que cela ne soit pas toujours évident a
premiére vue, certains serpents actuels tel que le python possédent des membres
vestigiaux qui ressemblent & ceux des grands serpents primitifs éteints (Caldwell et
Lee 1997;Coates 1994;Lee 1997). Ces membres sont méme colonisés par des
précurseurs musculaires en provenance du dermomyotome latéral (Raynaud et
Adrian 1975). Ce sont également les reptiles qui les premiers dans I'évolution
possédent une machoire attachée a la boite cranienne et formée d'une mandibule et

d'une maxillaire bien dinstinctes.

4.3.1.3 Pitx2
Mis a part le muscle, I’expression de Pitx2 joue un role majeur
dans 1'établissement de l'axe gauche-droite des organes internes. L'assymétrie
gauche-droite semblent étre une caractéristique propre a tous les vertébrés (Harvey
1998).
Contrairement a Pitx]1 et 3, qui sont exprimés principalement dans des
structures spécifiques aux amniotes, Pitx2 participe quant a lui @ un mécanisme qui

semble un peu plus ancien, présent méme chez les vertébrés les plus primitifs. Cette
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observation concorde bien avec I'homologie relative de ces protéines entre elles. En
effet, Pitx1 et 3 sont trés semblables, alors que Pitx2 est légérement plus divergent.
Evolutivement, cela signifierait que la duplication du premier géne Pitx a donné lieu
a Pitx2 et Pitx1/3 et qu'une seconde duplication s'est produite plus tard, ce qui a
produit Pitx1 et 3 a partir de Pitx 1/3. Evidemment, cela n'a de sens que si le taux de
mutation dans chacun de ces génes est le méme, ce dont on ne peut malheureusement
pas étre absolument certains.

Les capacités transcriptionnelles des facteurs Pitx vont également dans ce
sens. En effet, ces trois facteurs de transcription ont généralement les mémes
propriétés lorsque testés en culture cellulaire. Ils peuvent par exemple tous activer le
promoteur de la tyrosine hydroxylase lorsque surexprimés dans des cellules P19. Par
contre, la synergie observée entre Pitx 1 ou 3 et MyoD lors de I’activation du
promoteur le I’actine squelettique n’est pas reproduite par Pitx2. Il s’agit cependant
du seul exemple de la sorte répertorié jusqu’ici. Au contraire, les facteurs de
transcription de la sous-famille Otx, qui sont les plus apparentés aux Pitx, partagent
moins caractéristiques avec ceux-ci. On sait qu’ils lient aussi efficacement les
mémes cibles que les Pitx, mais ils n’activent pas la transcription des méme genes-
cibles. Par exemple, Otx1 et 2 n’activent pas significativement le promoteur de la

tyrosine hydroxylase, au contraire des Pitx.

4.3.2 Duplication des genes, acquisition de nouvelles fonctions et
évolution

Les génes Pitx semblent tous provenir d'un seul Pitx qui s'est dupliqué au
cours de I'évolution. Ceci concorde bien avec 1’identification d'un seul homologue de
Pitx chez la Drosophile, D-Pitx. Par contre, celui-ci ne semble pas avoir de fonction

précise chez la Drosophile. Son inactivation ainsi que les différentes expériences de
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surexpression effectuées avec ce géne n'ont pas produit de résultats informatifs quant
a sa fonction (Vorbruggen et al. 1997). Cela est d'autant plus surprenant sachant que
les inactivations respectives des génes Pitx1 et Pitx2 chez la souris ont produit des
phénotypes trés marqués (Lanctot et al. 1999b;Szeto et al. 1999;Gage et al. 1999D).
En général, c'est plutdt le phénoméne inverse qui est observé: le phénotype d'une
inactivation est souvent trés marqué chez la Drosophile alors qu'il est plus discret
chez la souris. Par exemple, la mutation engrailed chez la Drosophile produit un
phénotype drastique auquel on pouvait s’attendre connaissant le patron d’expression
de ce facteur de transcription (Kornberg 1981;Weir et Kornberg 1985). Par contre,
’inactivation de Enl ou de En2 chez la souris ne produit que des phénotypes partiels
4 cause de D’existence d’une certaine redondance entre ces deux facteurs de
transcription dans certaines structures, (Loomis et al. 1996;Wurst et al. 1994;Millen
et al. 1994). Une double inactivation est dans ce cas nécessaire pour obtenir un
phénotype reflétant bien le role de ces deux genes (Joyner 1996). De fagon générale,
ces effets de redondance plus ou moins marqués seraient produits par des genes tres
semblables qui sont apparus au cours de 1'évolution suite a des duplication de genes
(Cooke et al. 1997).

La duplication de géne serait un mécanisme évolutif par lequel seraient créés
de nouveaux génes 2 partir des anciens. Une copie d'un géne est effectuée et cette
copie peut accumuler bon nombre de mutations, en autant que cela ne nuise pas a la
fonction du géne de départ. En mutant ainsi et en voyant son patron d'expression se
modifier, la copie de géne acquiert de nouvelles fonctions distinctes des fonctions du

géne de départ (Cooke et al. 1997). D'un point de vue strictement évolutif, les effets
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de redondance fonctionnelle observés dans certaines expériences d'inactivation de
génes ne proviendraient pas tous du fait de I'existance de "mécanismes de secours”
ou de "bouées de sauvetage". Certains cas pourraient également étre expliqués par le
fait qu'un géne et sa "copie récente" ont encore des fonctions trés semblables. La
copie, dans ce cas-ci, n'aurait tout simplement pas eu le temps nécessaire a
l'acquisition de nouvelles fonctions distinctes depuis sa création. Mais dans ce cas,

ce ne serait qu'une question de temps (Cooke et al. 1997).

Dans ce contexte, I'absence de phénotype dans les expériences d'inactivation
de I'homologue de Pitxl chez la Drosophile porte a réfléchir. Ce gene a-t-il
réellement une fonction chez la Drosophile? Les structures dans lesquelles sont
exprimés les différents membres de la sous-famille Pitx sont récentes du point de
vue évolutif, ce qui pourrait laisser croire que ces génes ont acquis leur fonction tout
récemment. Pitx2 pourrait avoir acquis son role chez les vertébrés primitifs. Pitx1 et
3, potentiellement dupliqués de fagon plus récente, pourraient voir leurs véritables
fonctions entrer en jeu seulement chez les amniotes. Il serait tout-de-méme tres
surprenant que Pitx1 n’ait réellement aucune fonction chez la Drosophile. Comme
les auteurs le soulignent, il est probable que Pitx1 ait une fonction au niveau
cellulaire plutét qu’au niveau du “patterning” général de ’embryon (Vorbruggen et
al. 1997). Le rdle de Pitx1 dans les cellules de Drosophile manque peut-€tre tout
simplement de sens dans un tel contexte. Par exemple, des membres de notre
laboratoire caractérisent présentement un rdle de Pitx1 dans la prolifération des

chondroprogéniteurs. Cette fonction pourrait expliquer la phénotype squelettique
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observé chez les souris dont le géne Pitx1 a été inactivé. Un rdle plus cellulaire et
non pas de “patterning” est donc tout-a-fait plausible pour Pitx1, mais une fonction
équivalente chez la Drosophile risque de ne pas étre trés utile.

Il est fort probable que les génes Pitx proviennent de duplication d’un ancétre
commun. De plus, leur patron d’expression respectif ainsi que la difficulté a
identifier uné fonction pour D-Pitx chez la Drosophile laissent croire que ces genes

ont acquis leurs fonctions relativement récemment au cours de I’évolution.

Les travaux présentés dans le cadre de ce mémoire ont permis de préciser de
fagon importante le patron d’expression de Pitx3 au cours du développement
embryonnaire de la souris. De plus, une cible transcriptionnelle a ¢té identifié pour
Pitx3. Ce facteur de transcription active directement le promoteur murin de la
tyrosine hydroxylase via un site de liaison de haute affinité. Ces résultats laissent
envisager un role pour Pitx3 dans le développement des neurones dopaminergiques,
mais aussi dans celui des muscles squelettiques et des yeux. Néanmoins, le role
biologique réel de Pitx3 demeure 2 étre déterminé. L’étude du rdle de ce géne dans
des souris modifiées génétiquement pour exprimer ectopiquement ce géne ou pour
I’inactiver aideront & mieux comprendre la fonction réelle de Pitx3 au cours de

I’embryogenése chez la souris.
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