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il
Résumé

Les facteurs de transcription Pitx ont été impliqués dans la croissance et la
détermination de 1’identité des membres postérieurs. D’abord, I’inactivation de Pitx/
chez la souris résulte en la transformation partielle des membres postérieurs en
membres antérieurs. Ensuite, la double mutation de Pitx! et de Pitx2 a montré
I’activité redondante de ces facteurs pour la croissance des membres postérieurs.
Ainsi, les souris mutantes Pitx[-/-; Pitx2néo/néo montrent une perte des éléments
squelettiques proximaux et antérieurs. Des travaux récents ont impliqué les genes de
la famille des Iroquois dans le développement des membres. Tout particulierement,
les souris [rx3-/-;Irx5-/- montrent la perte des éléments squelettiques proximaux et
antérieurs, exclusivement au niveau des membres postérieurs. Cette phénocopie entre
les souris mutantes pour Pitxl/2 et Irx3/5 nous a amenés a poser trois hypothéses :
(1) les Pitx sont responsables de 1’expression de /rx dans les bourgeons postérieurs ;
(2) a I’inverse, les Irx dirigent 1I’expression des Pitx ; (3) les Pitx et les Irx participent
ensemble au programme génétique de croissance des bourgeons postérieurs. Nous
avons pu conclure que les Pitx et les Irx font partie de cascades de régulation
indépendantes I'une de 1’autre et qu’ils sont capables d’interaction transcriptionnelle
autant sur un promoteur générique que sur des régions conservées du locus de 7Thx4.
Enfin, autant 1’inactivation Pitx que celle des /rx méne a un retard d’expression de
Pax9 exclusivement dans les bourgeons postérieurs. Ainsi, les Pitx et les Irx
semblent agir sur des programmes génétiques paralleles impliqués dans la croissance

et le patterning des membres postérieurs.
Mots-clefs : croissance des membres, spécification des membres, patterning,

régulation  génique,  transcription, interactions  génétiques,
développement du squelette
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Abstract

The Pitx transcription factors have been implicated in growth and
specification of hindlimb identity. First, Pitx/ gene inactivation in mice results in
partial transformation of hindlimbs into forelimbs. Further, Pitx/ and Pitx2 have
redundant activity for hindlimb growth as demonstrated in double mutant mice for
Pitx] and Pitx2. Indeed, PitxI-/-;Pitx2neo/neo mice show loss of proximal (femur)
and anterior (ilium, tibia and first digit) skeletal structures. A collaborator, Dr C. C.
Hui of Toronto University, has demonstrated the importance of the Iroquois (Irx)
family transcription factors in hindlimb development. [rx3-/-;Irx5-/- mice show loss
of proximal and anterior skeletal structures, exclusively in hindlimbs, even if Irx are
expressed in the two limb pairs. This phenocopy between Pitx and Irx mutants led us
to investigate the interaction between these transcription factors with three
hypotheses : (1) Pitx control /rx expression in hindlimb buds ; (2) the Irx direct Pitx
gene expression in hindlimb bud ; (3) Pitx and Irx participate together in a growth
regulation cascade in hindlimb buds. Our analyses led us to conclude that Pitx and
Irx are in independant genetic cascade in hindlimb buds. However, we observed that
Pitx and Irx transcription factors are capable of transcriptionnal interactions assessed
using either a generic promoter or conserved regions of the 7bx4 locus. Finally,
inactivation of either Pitx or Irx led to a delay of Pax9 expression exclusively in
hindlimb buds. In sum, Pitx and Irx gene appear to act on parallel genetic programs
involved in control of hindlimbs growth and patterning.

Key words : limb growth, limb identity, patterning, gene regulation, transcription,
genetic interactions, skeletal development
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INTRODUCTION



Chapitre 1 : Introduction

1.1 Le développement des membres : considérations d’ordre général

Les tétrapodes font partie d’un sous-embranchement des vertébrés et sont
caractérisés par la présence de deux paires de membres munis de doigts, les membres
antérieurs et les membres postérieurs. La grande diversité retrouvée entre les
structures des membres des différents tétrapodes témoigne d’une adaptation a des
environnements trés variés. Toutefois, la structure générale des membres est
conservée : ils sont caractérisés par une division en trois segments. Le segment le
plus proximal est le stylopode. Il est form¢, chez les mammiferes, de I’humérus pour
les membres antérieurs et du fémur pour les membres postérieurs. Le segment le plus
distal est I’autopode, c’est-a-dire la main du membre antérieur et le pied du membre
postérieur. Chacun posseéde plusieurs doigts (cinq chez la souris et 1’humain)
composés de phalanges et plusieurs os carpiens ou tarsiens. Le segment central est le
zeugopode qui est composé de deux os: le radius et le cubitus dans le cas des

membres antérieurs, le tibia et le péroné pour les membres postérieurs.

Le développement des membres a depuis longtemps été questionné par les
embryologistes et les spécialistes du développement. En effet, ce systéme d’étude
permet de poser plusieurs questions fascinantes telles que : « Comment sont régulés
la croissance et le patterning selon différents axes? ». De plus, les membres, étant a

I’extérieur du corps, ils peuvent étre manipulés chirurgicalement ou génétiquement



sans altérer la viabilit¢ de DI’animal étudié. Les observations des propriétés
développementales du membre peuvent étre extrapolées a d’autres systémes puisque
les grandes voies de signalisation utilisées dans la régulation de la formation du
membre le sont aussi pour plusieurs aspects du développement de I’embryon. Deux
modeles animaux ont beaucoup été¢ utilisés dans 1’é¢tude du développement des
membres. Le poulet permet des manipulations chirurgicales in 0v0o ainsi que
I’expression ectopique a I’aide de vecteurs rétro-viraux. La souris quant a elle permet
des manipulations génétiques, comme 1’inactivation par recombinaison homologue

ou conditionnelle avec le systéme Cre/loxP et la transgénése.

1.2 Le développement des membres selon trois axes

Le développement des membres débute par la croissance d’un bourgeon qui
émerge a partir du flanc. Ce bourgeon est composé de cellules du mésoderme de la
lame latérale recouvertes d’un épithélium de surface. Les cellules du bourgeon
commencent par proliférer et ensuite, certaines se condensent et se différencient (la
chondrogeneése) pour former les éléments squelettiques et les cartilages et les tendons.
Les muscles du membre proviennent de cellules du dermomyotome des somites d’ou
elles délaminent et migrent ensuite pour atteindre le bourgeon ou elles se
différencieront et fusionneront pour former les fibres musculaires des membres. Au
cours du développement, le bourgeon de membre s’allonge selon 1’axe proximo-distal
(P/D), s’amincit selon I’axe dorso-ventral (D/V) et se différencie selon 1’axe
antéropostérieur (A/P). Chacun de ces axes posséde son centre organisateur,

responsable autant de la croissance du bourgeon selon cet axe que de son patterning.



La croissance selon 1’axe P/D est stimulée par la sécrétion de molécules émanant de
la créte apicale ectodermique (apical ectodermal ridge : AER). La spécification du
membre en développement selon 1’axe A/P est gouvernée par la zone d’activité
polarisante (zone of polarizing activity : ZPA) située a I’extrémité postérieure et
distale du bourgeon. La division D/V du bourgeon est dirigée par des signaux
émanant de 1’ectoderme du bourgeon. Ainsi, la croissance et le patterning du membre
en développement sont deux processus extrémement imbriqués, parfois difficiles a

distinguer.

1.2.1 L’AER et I’axe proximo-distal

1.2.1.1 Les expériences d’embryologie classique

L’AER, ou la créte apicale ectodermique, est une région spécialisée de
I’ectoderme du bourgeon de membre, située a son extrémité distale a la frontiere des
ectodermes dorsal et ventral, et composée de cellules ectodermiques de morphologie
distincte. En tant que structure transitoire, I’AER passe par quatre stades distinctifs
selon sa morphologie et son expression génique : I’initiation, la maturation, la
maintenance et la régression (Altabef et al., 1997; Kimmel et al., 2000). Chez la
souris, I’initiation de I’AER débute dés (€9), ¢’est-a-dire le 9° jour de développement
embryonnaire, au niveau des membres antérieurs et dés €9,5 pour les membres
postérieurs lorsque le bourgeon de membre commence a étre apparent et que
I’expression génique caractéristique de I’AER débute au niveau de 1’ectoderme

ventral. Durant la maturation, les cellules pré-AER de I’ectoderme ventral migrent



vers I’extrémité distale du bourgeon ou elles se condensent pour former 1’épithélium
stratifi¢ qu’est ’AER (Loomis et al., 1998). La phase de maintenance de I’AER est
la période durant laquelle I’AER demeure constant tandis que les cellules
mésenchymateuses du bourgeon continuent de proliférer et de se différencier jusqu’a
ce que le membre soit complétement formé. Enfin, ’AER entre en régression par
mort cellulaire programmée, tout d’abord a la surface de la région interdigitale,
jusqu’a former un simple épithélium cuboidal (Guo et al.,, 2003). Des études
d’embryologie classique ont démontré que 1’intégrit¢ de I’AER est essentielle a la
croissance et la formation du membre selon I’axe P/D (Saunders, 1948; Todt and
Fallon, 1984). L’ablation de I’AER cause la troncation du membre selon 1’axe P/D
en corrélation avec le stade développemental du bourgeon lors de I’ablation, ce qui
indique que D’intégrit¢ de I’AER est constamment requise pour la croissance du
membre (Saunders, 1948; Summerbell, 1974). L’échange de deux AERs entre des
bourgeons de membre a différents stades développementaux ne cause aucun
phénotype particulier, démontrant que les signaux transmis par I’AER sont permissifs
et non instructifs quant au développement des membres (Rubin and Saunders J.W.Jr.,
1972). Toutefois, la dimension et 1’orientation de I’AER sont déterminantes pour la
formation du membre. Si on impose une rotation de 90° a I’AER, le membre se
formera selon ce nouvel axe (Zwilling, 1956). L’apparition de doigts surnuméraires
est souvent corrélée avec un allongement de I’AER selon ’axe A/P (Goetinck, 1964;
MacCabe et al., 1975; Lee and Tickle, 1985; Goentinck, 1964; MacCabe et al., 1975;

Lee and Tickle, 1985).



1.2.1.2 L’induction de la croissance du bourgeon

Des travaux chez le poulet ont montré que la coopération entre la voie des
WNTs/B-caténine et celle des FGFs est essentielle a I’établissement de I’AER. Chez
le poulet, le modele prone que WNT-2b et WNT-8c, exprimés dans le mésoderme de
la lame latérale au niveau des membres antérieurs et postérieurs, signalent via la -
caténine pour restreindre 1’expression de Fgfl0 au mésoderme qui formera le
bourgeon de membre (Kawakami et al., 2001). Fgfl0 induit I’expression de Wnt3a
dans 1’ectoderme, expression restreinte ensuite dans le sous-groupe de cellules
destinées a devenir I’AER (Kengaku et al., 1997; Kengaku et al., 1998). Wnt3a agit
sur ce sous-groupe de cellules via la B-caténine pour activer I’expression de Fgf8
(Kengaku et al., 1998). Ce dernier maintient I’expression de Fgfl0 via la voie
WNTs/B-caténine au niveau du mésenchyme, complétant ainsi la boucle de régulation
nécessaire au maintien de I’AER. Chez la souris, des données d’analyses génétiques
ont montré 1’implication de ces deux voies de signalisation dans la formation de
I’AER. Par exemple, 1’ablation de Fgf10 ou d’autres molécules impliquées dans cette
voie de signalisation inhibe la formation de ’AER (Min et al., 1998; Saxton et al.,
2000; Sekine et al., 1999). Les souris dépourvues des composantes de la voie Wnt/p-
caténine, LRP6 ou Lefl et Tcfl, présentent des défauts dans la formation de ’AER
(Galceran et al., 1999; Pinson et al., 2000). Enfin, B-caténine est essentielle pour
I’initiation de I’AER puisque les souris déficientes en P-caténine au niveau de
I’ectoderme ne montrent pas les transformations morphologiques caractéristiques du
développement de I’AER, ni I’expression de marqueurs moléculaires distinctifs de

I’AER, tels que Bmp2, Bmp4, Enl, Msx2, Fgf4, Fgf8 et Wnt5a (Barrow et al., 2003;



Soshnikova et al., 2003). La voie de signalisation des Bone Morphogenetic Proteins
(BMPs) est aussi essentielle a 1’établissement du patterning dorso-ventral (D/V) de
I’ectoderme du bourgeon de membre, €tape cruciale lors de la formation de I’AER
(Ahn et al., 2001; Pizette et al., 2001). Les BMPs sont des facteurs de croissance
appartenant a la famille des Transforming Growth Factors beta (TGFp) (pour une
revue, voir (Hogan, 1996; Chen et al., 2004)). Au cours du développement des
membres, trois membres de cette famille sont exprimés majoritairement : Bmp2,
Bmp4 et Bmp7 (Geetha-Loganathan et al., 2006). Alors que BMP2 et BMP4 sont les
homologues les plus apparentés a dpp de la drosophile, BMP7 appartient a un autre
sous-groupe de la famille (Hogan, 1996; Ducy and Karsenty, 2000). Comme Bmp2,
Bmp4 et Bmp7 sont restreints a 1’ectoderme ventral, la signalisation est réservée a
I’ectoderme ventral, bien que le récepteur BMP1R soit exprimé dans tout I’ectoderme
du bourgeon (Ahn et al., 2001; Pizette et al., 2001). Les souris déficientes en Bmprla
au niveau de I’ectoderme ne possédent pas d’AER (Ahn et al., 2001). Il s’avére que
la voie WNT3/B-caténine est requise pour l’expression de Bmp2 et Bmp4 dans
I’ectoderme ventral (Barrow et al., 2003). L’induction de ’AER est donc un
phénomene complexe impliquant trois des grandes voies de signalisation utilisées au
cours du développement embryonnaire, la voie canonique des WNTs, la voie des
FGFs et celle des BMPs. Cette induction requiert donc une régulation serrée afin

d’assurer sa bonne formation et localisation.

Les étapes de maturation et de maintenance de I’AER sont quelque peu moins
connues. Des études ont toutefois montré un role de Engrailed 1 (Enl) pour la

migration et la compaction des cellules progénitrices de I’AER, c’est-a-dire les



cellules de I’ectoderme ventral (Loomis et al., 1998). De plus, on sait que la voie
WNT/B-caténine ainsi que 1’expression de Fgf8 sont nécessaires au maintien de
I’AER de telle sorte que si les signaux sont abrogés aprés que I’AER est
completement formé, il régresse et disparait (Barrow et al., 2003; Sun et al., 2002).
Des signaux émanant du mésoderme sont aussi constamment requis pour la
maintenance de I’AER. C’est le cas de Greml et de Fgf10. Il a été démontré
récemment que l’expression de Fgfl0 dans la région distale du mésoderme du
bourgeon est dépendante d’une balance adéquate entre I’expression des génes du
complexe Hoxd et de I’expression de Gli3 (Zakany et al., 2007). On comprend mieux
maintenant le relais de la signalisation entre Fgf1l0 du mésoderme et Fgf8 de 1I’AER.
Sp8 pourrait étre responsable de cette communication. Sp8 est d’abord exprimé dans
toutes les cellules de I’ectoderme avant d’étre restreint aux cellules de I’AER (Bell et
al., 2003; Kawakami et al., 2004). En absence de Sp8, les cellules pré-AER
expriment Fgf8 mais cette expression est rapidement perdue et I’AER décline
rapidement. Comme Sp8 est régulé positivement par Fgfl0 et que la région
promotrice de Fgf8 posséde des sites de liaison pour les facteurs Sp, on peut penser
que Sp8 est le lien de communication entre Fgfl0 et Fgf8 (Kawakami et al., 2004).
Greml est un membre de la famille DAN des antagonistes des BMPs et il médie la
boucle d’autorégulation positive entre les Fgfs de I’AER et Shh de la ZPA (voir
section 1.2.2.5, p. 23) (Zuniga et al., 1999). La signalisation par les BMPs dans le
mésoderme du bourgeon module négativement 1’expression de Fgf8 dans I’AER et
cette signalisation par les Bmps est antagonisée par Greml (Pizette and Niswander,
1999). L’inactivation de Greml résulte en la suractivation de la signalisation par les

Bmps dans le mésoderme du bourgeon et la régression de I’AER. Récemment, la



signalisation par les Bmps a aussi ét¢ impliqué dans la régulation de I’expression de

Greml (Nissim et al., 2006).

La régression de ’AER est dirigée par la voie des BMPs, bien que ceux-ci
aient ¢été aussi impliqués dans les étapes précoces d’induction de I’AER (Pizette and
Niswander, 1999). En effet, la surexpression de Noggin, un antagoniste de la
signalisation par les Bmps, se traduit par un défaut de maintien de I’AER, autant chez
le poulet que chez la souris (Pizette and Niswander, 1999). La participation de la
signalisation par les Bmps dans la régulation de I’AER est dynamique : elle est
requise pour l’induction de I’AER, ensuite elle est nécessaire pour 1’arrét de
I’expression de Fgfs dans I’AER et sa régression. Il a été démontré que la
signalisation par les Bmps induit I’apoptose dans les régions interdigitales par une
modulation de la signalisation des Fgfs (Pajni-Underwood et al., 2007). Ainsi, la
régression de I’AER débute au niveau des régions interdigitales, ou I’expression des

Bmps est la plus forte (Ganan et al., 1996; Pizette and Niswander, 1999).

1.2.1.3 Activité moléculaire de ’AER

De toutes les molécules sécrétées a partir de ’AER, les Fgfs (Fibroblast
Growth Factors) y jouent un réle essentiel pour la croissance et le patterning du
bourgeon. Les Fgfs sont une famille de facteurs de croissance constitués de 22
membres, comportant tous un motif central d’environ 120 acides aminés qui leur
confére une structure tridimensionnelle semblable. Ils peuvent ainsi lier I’héparine et

les protéoglycanes héparane sulfate (HSPGs) qui font partie de la matrice extra-
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cellulaire (ECM) (Faham et al.,, 1996; Zhu et al.,, 1991). Cette liaison aux
composantes de I’ECM limite la diffusion des FGFs a partir de la cellule qui les
relache. Par contre, cette méme liaison avec la matrice extracellulaire facilite la
transduction du signal par 1’oligomérisation des Fgfs et leur présentation a leurs
récepteurs transmembranaires a tyrosines kinases (les Fgfrs). Chez les vertébrés, on
retrouve quatre membres de la famille des Fgfrs : Fgfrl-Fgfr4. Le bourgeon de
membre en développement exprime cinq Fgfs (Fgf4/8/9/17 au niveau de I’AER et
Fgfl0 dans le mésenchyme du bourgeon) (Gorivodsky and Lonai, 2003) et deux
Fgfrs (Fgfrlc et Fgfr2c dans le mésenchyme du bourgeon) (Orr-Urtreger et al., 1991).
Des études in vitro ont montré la capacité d’interaction de Fgfrlc et Fgfr2c avec les
Fgfs sécrétés de I’AER (Ornitz et al., 1996; Zhang et al., 2006). Au cours du
développement du bourgeon de membre, la cascade de signalisation impliquant les
MAP kinases est activée dans les cellules du mésenchyme situées sous I’AER, ce qui
démontre que la signalisation impliquant les Fgfs de I’AER est active dans la région

distale du mésenchyme du bourgeon (Corson et al., 2003).

Il a été démontré que Fgf-2 (exprimé chez le poulet, mais pas chez la souris),
Fgf-4 et Fgf-8 pouvaient chacun remplacer les fonctions de ’AER. L’application de
Fgf-2, Fgf-4 ou Fgf-8 ectopiques apres 1’ablation de I’AER suffit, chez le poulet, a
restaurer I’expression normale des geénes et la prolifération cellulaire du mésenchyme
et permet la formation d’un membre (Fallon et al., 1994; Niswander et al., 1993;
Vogel et al., 1996). Dans le méme sens, I’application de billes de Fgf-1, Fgf-2, Fgf-4
ou Fgf-8 au niveau du flanc est capable de diriger la formation d’un membre

ectopique (Cohn et al., 1995; Ohuchi et al., 1995; Vogel et al., 1996)
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Fgf8 est exprimé dans les cellules de I’ectoderme distal du bourgeon de
membre dés son émergence et ensuite dans toutes les cellules de I’AER jusqu’a ce
qu’il régresse (Crossley and Martin, 1995). Par contre, Fgf4, Fgf9 et Fgfl7 sont
exprimés seulement une fois que I’AER est formé, dans sa région postérieure, et leur

expression cesse au moins un jour avant que I’AER ne régresse (Sun et al., 2000).

1.2.1.4 Les mutants pour les Fgfs

Bien que chacun de ces FGFs contribue vraisemblablement aux fonctions de
I’AER, I’inactivation de Fgf2 (Ortega et al., 1998; Zhou et al., 1998), Fgf9 (Colvin et
al., 2001) ou Fgfl7 (Xu et al., 2000) n’affecte pas le développement des membres des
embryons. La méme chose n’a pas pu étre faite pour Fgf4 et Fgf8 puisque
I’inactivation de ceux-ci cause une 1étalit¢ embryonnaire a un stade précoce (Feldman

et al., 1995; Meyers et al., 1998).

Le role de Fgf4 au niveau de I’AER a été investigué au moyen du systéme
Cre-loxP, permettant 1’ablation de Fgf4 spécifiquement au niveau de ’AER a I’aide
du transgéne Msx2-Cre (Feldman et al., 1995; Sun et al., 2000). La description du
développement du bourgeon de membre des embryons mutants au moyen de
marqueurs moléculaires ainsi que les préparations squelettiques effectuées n’ont
montré aucun phénotype particulier. Ces résultats réfutent ’hypothése selon laquelle
Fgf4 est essentiel a la croissance du bourgeon, probablement en raison d’un
phénomeéne de compensation par les autres Fgfs exprimés dans I’AER (Niswander et

al., 1993; Niswander and Martin, 1993).
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Le role de Fgf8 a lui aussi été étudié au moyen de la Msx2-Cre, puisque la
délétion totale de FQf8 est létale au stade de la gastrulation (Sun et al., 1999).
L’utilisation de ce transgéne a 1’avantage de produire la Cre a des temps
développementaux différents par rapport au développement des bourgeons selon
qu’ils sont antéricurs ou postérieurs. L’inactivation de Fgf8 se produit avant
I’induction de son expression dans 1’ectoderme des bourgeons de membre postérieur.

Les membres postérieurs des embryons Msx2-Cre; Fgfgoxox

n’auront donc jamais été
en présence de Fgf8. Au contraire, I’inactivation de Fgf8 est effectuée peu de temps
aprés 1’induction de son expression dans 1’ectoderme des bourgeons de membres
antérieurs (Lewandoski et al., 2000). Les différences de phénotype entre les membres
antérieurs et postérieurs des souris Msx2-Cre;Fgf8 permettent de cerner le rdle
précoce de Fgf8, lorsqu’il est le seul a étre exprimé dans ’AER. Le stylopode est
séverement réduit en taille au niveau du membre postérieur tandis qu’il est moins
affecté au niveau des membres antérieurs. Les deux éléments du zeugopode sont
faiblement hypoplasiques pour les deux membres et 1’autopode perd le doigt “1 au
niveau du membre postérieur, ainsi que le doigt "2 ou "3 au niveau du membre
antérieur. Ces résultats démontrent donc un role essentiel de Fgf8 a un stade précoce
du développement du bourgeon de membre pour 1’établissement d’un nombre
suffisant de cellules progénitrices nécessaires a la formation des trois éléments
squelettiques du membre. Ce rdle peut s’expliquer par la régulation de la
détermination du destin cellulaire, la prolifération ou la survie cellulaire (Lewandoski
et al., 2000). En accord avec cette interprétation, les membres antérieurs de la souris

RAR-Cre;Fgf8 (Moon and Capecchi, 2000) sont plus affectés que ceux de la souris

Msx2-Cre;Fgf8. Le transgéne RAR-Cre dirige 1’expression de la Cre avec le
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promoteur du récepteur 2 de I’acide rétinoique. La Cre est donc activée plus tot au
cours du développement du bourgeon de membre qu’avec le transgene Msx2-Cre,
empéchant I’induction de Fgf8 au niveau de I’AER, ce qui affecte davantage de

développement du bourgeon de membre antérieur.

La double inactivation de Fgf4 et Fgf8 dans I’AER a montré la nécessité de la
présence de ces deux genes pour la formation des membres (Boulet et al., 2004; Sun
et al., 2002). Lorsque Fgf4 et Fgf8 ne sont jamais exprimés dans I’AER, Fgf9 et
Fgfl7 ne peuvent compenser cette absence : par conséquent, aucune condensation
squelettique n’est formée au-dela de la ceinture pelvienne, bien que I’AER soit

morphologiquement intact (Sun et al., 2002).

Ainsi, les différences observées entre les souris Msx2-Cre;Fgf8 et Msx2-
Cre;Fgf8;Fg4 montrent le role de Fgf8 dans la fenétre de temps ou il est le seul a étre
exprimé dans ’AER. Un role suggéré pour Fgf8 durant cette période est 1’influence
qu’il pourrait avoir sur le nombre de cellules participant a la formation du bourgeon
lors de son induction (Sun et al., 2002). Cette hypothése est en accord avec les
données recueillies suggérant que la signalisation via les FGFs régule les
mouvements et I’adhésion cellulaires dans le bourgeon (Li and Muneoka, 1999;

Saxton et al., 2000).

Lorsque chacun des FGFs est inactivé indépendamment, seule I’ablation de
Fgf8 cause un phénotype au niveau des membres. Les autres FGFs sont considérés

comme importants lors du développement normal, mais fonctionnellement
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redondants. Afin de tester cette redondance fonctionnelle entre Fgf4, Fgf9 et Fgfl7,
les souris Msx2-Cre;Fgf4;Fgf9-/-;Fgfl7-/- ont été générées et ne posseédent aucun
phénotype particulier au niveau des membres (Mariani et al., 2008). Ainsi, Fgf8 est
suffisant pour le développement normal des membres. La contribution de Fgf4, Fgf9
et Fgf17 au développement des membres a donc été investiguée par leur inactivation
en combinaison avec Fgf8 a 1’aide du transgéne Msx2-Cre qui permet 1’activation de
la Cre aprés une expression transitoire de Fgf8 jusqu’a €9,5 dans le bourgeon de
membre antérieur. Par contre, comme la Cre est activée avant 1’expression de Fgf8
dans les membres postérieurs, ceux-ci ne sont pas formés. La variété de phénotypes
obtenus au niveau des membres antérieurs peut étre classée selon leur sévérité
(Mariani et al., 2008), démontrant que, bien qu’ils soient redondants, chacun des
FGFs de I’AER participe au développement normal du membre. Leur contribution
dépend autant de leur domaine, leur niveau et leur temps d’expression que de leurs

spécificités de liaison aux récepteurs du mésenchyme.

1.2.1.5 L’AER et le patterning selon I’axe proximo-distal : 3 modéles

Les données recueillies a propos des mutants Msx2-Cre;Fgf8 (Lewandoski et
al., 2000; Sun et al., 2002) contredisent le mode¢le classique concernant le patterning
selon I’axe P/D : le modé¢le de la zone de progres (PZ) (Summerbell, 1974). Selon ce
modele, les cellules sous ’AER regoivent des signaux mitogéniques de la part de
I’AER, elles sont donc indifférenciées et en prolifération. Comme la zone de progres
demeure constante et que le bourgeon croit dans I’axe P/D, les cellules quittent la

zone de progrés séquentiellement pour former un apres I’autre les trois éléments du
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membre : le stylopode, le zeugopode et I’autopode. Ainsi, plus les cellules seront
demeurées longtemps dans la zone de progres, plus elles formeront les éléments
distaux du membre. Selon ce modele, les Fgfs sécrétés a partir de I’AER sont des
facteurs permissifs qui permettent aux cellules de la zone de progres d’acquérir un
destin de plus en plus distal puisque ’application de billes de FGFs recombinants

peut remplacer les fonctions de I’AER (Niswander et al., 1993; Fallon et al., 1994).

Toutefois, la perte ou la forte hypoplasie des ¢éléments proximaux chez les
doubles mutants Msx2-Cre;Fgf8 alors qu’on observe toujours la présence d’éléments
distaux contredit ce modele qui prone la spécification des éléments distaux seulement
aprés que les éléments proximaux se sont formés (Lewandoski et al., 2000; Sun et al.,
2002). Ces données supportent davantage le modele de pré-spécification, dans lequel
tous les ¢éléments des membres sont spécifiés trés tot lors de la formation du
bourgeon. Selon ce modéle, ’AER est responsable de 1’expansion des cellules de
chacune de ces zones. Ainsi, la perte du fémur dans les membres postérieurs des
embryons Msx2-Cre;Fgf8 s’explique par I’absence de signalisation par Fgf8, au
moment ou il est normalement le seul a étre exprimé par I’AER et donc avant
I’induction de I’expression des autres Fgfs. C’est cette absence d’expression pendant
une courte période de temps qui prévient 1’expansion du domaine spécifié comme

proximal et destiné a former le fémur (Lewandoski et al., 2000; Sun et al., 2002).

Le troisieme modele tentant d’expliquer la croissance du bourgeon de membre
et le patterning des éléments squelettiques selon I’axe P/D fait appel a 1’opposition

de signaux proximaux et distaux. Selon ce modé¢le, des signaux proximaux, tels que
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I’acide rétinoique (AR) et les génes Meisl et Meis2, sont responsables de la formation
des ¢éléments squelettiques proximaux tandis que des signaux distaux, comme les
Bmps, les Fgfs et les Wnts favorisent le développement des structures distales du
membre. Au fur et a mesure que le bourgeon croit selon I’axe P/D, les régions de
signalisation se distancent I'une de 1’autre, ce qui meéne a la formation des trois
segments du membre : le stylopode, le zeugopode et 1’autopode. Plusieurs données
appuient ce modele. Un exces généralisé d’AR chez la souris provoque la croissance
de membres ectopiques (Niederreither et al., 1996; Rutledge et al., 1994), ce qui
suggere un role précoce de I’ AR dans la croissance du bourgeon. Dans le méme sens,
le traitement de bourgeons de membre précoces avec des antagonistes de la
signalisation par I’AR, ou des inhibiteurs de sa synthése ou encore 1’inactivation
génétique de I’enzyme synthétisant I’AR (Raldh2) méne a la formation de membres
tronqués ou absents (Niederreither et al., 1999; Helms et al., 1996; Stratford et al.,
1996). Lorsque le bourgeon croit, la signalisation via I’AR demeure restreinte au
domaine proximal du bourgeon (Berggren et al., 1999; Mendelsohn et al., 1991;
Mendelsohn et al., 1992; Rossant et al., 1991; Swindell et al., 1999) et promeut
I’expression différentielle des génes Meis au domaine proximal du bourgeon
(Mercader et al., 2000). Le bourgeon de membre précoce recoit aussi les signaux des
Fgfs de ’AER et les cellules entrent ainsi dans la formation du stylopode. Quand le
bourgeon croit, les cellules deviennent alors assez distantes de la source d’AR pour
que les Fgfs soient capables d’inhiber la transcription des génes Meis. L’expression
des génes Hox10 a 13 au niveau du zeugopode et de I’autopode participe aussi a

I’inhibition de I’expression des génes Meis (Capdevila et al., 1999). Plus tard au



17

cours du développement du bourgeon, la transition entre le zeugopode et 1’autopode

est indépendante, mais encore sensible, a I’AR.

L’observation du patron d’expression de Meisl chez les différents mutants
pour les Fgfs a montré que malgré une taille comparable des bourgeons entre les
mutants, la taille du domaine distal du bourgeon (négatif pour I’expression de Meisl)
diminue avec la perte d’alléles codant pour les Fgfs de ’AER (Mariani et al., 2008).
De plus, I’application de billes de Fgfs dans le domaine d’expression de Meisl,
entraine la répression de Meisl (Mercader et al., 2000). Ces résultats suggérent un
role des FGFs dans la détermination du destin distal des cellules du bourgeon. Ces
données argumentent en faveur d’un rdle instructif des Fgfs de I’AER dans la
détermination d’un destin distal des cellules du bourgeon plutét que d’un roéle
permissif de prolifération cellulaire comme dans le mod¢le de la zone de progres. De
plus, I’absence de zeugopode alors que le stylopode et I’autopode sont formés dans le
membre antérieur des embryons Msx2-Cre;Fgf8-/-;Fgf4-/-;Fgfo+/- n’est pas
réconciliable avec le modele de la zone de progres qui décrit la formation du membre
séquentiellement a partir des éléments proximaux vers les éléments distaux (Mariani
et al., 2008). Par contre, ces données argumentent en faveur du modele des deux

signaux.

En somme, la formation du membre selon 1’axe proximo-distal est un
processus hautement régulé et imbriqué dans la croissance du bourgeon. Un

débalancement des voies de signalisation, soit par inactivation soit par une croissance
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plus faible du bourgeon, résulte en la formation d’un membre ou des éléments

squelettiques sont hypoplasiques et parfois mémes absents.

1.2.2 La ZPA et I’axe antéropostérieur

La zone d’activité polarisante (ZPA) est une région du mésenchyme située du
coté postérieur de I’extrémité distale du bourgeon de membre, sans toutefois
présenter de morphologie distincte. La greffe de la ZPA du coté antérieur du
bourgeon d’un poulet hote méne a la duplication en miroir du c6té postérieur de la
région distale du membre, montrant que les facteurs sécrétés par la ZPA sont
impliqués dans le patterning du membre selon 1’axe (A/P) (Saunders J.W.Jr. and
Gasseling M.T., 1968). Afin d’expliquer I'impact de cette région sur le
développement des structures selon 1’axe antéropostérieur, Wolpert (Wolpert, 1969) a
¢labor¢ un modéle moléculaire proposant la diffusion a partir de la ZPA d’une petite
molécule, appelée morphogeéne, qui créerait un gradient de concentration au travers
du mésenchyme du bourgeon. La polarité et le destin des cellules qui formeront les

doigts seraient déterminés par la réponse cellulaire a des seuils du gradient.

1.2.2.1 Activité moléculaire de la ZPA : Shh

Bien que I’application de billes trempées dans I’AR dans le bourgeon de
membre de poulet agit comme la transplantation de la ZPA (Tickle et al., 1982), la
production d’AR spécifiquement par la ZPA n’a pas pu étre démontrée. Le facteur

sécrété spécifiquement par la ZPA du bourgeon de membre des vertébrés a été
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identifié comme étant Sonic hedgehog (Shh), un homologue du géne Drosophila
hedgehog (Riddle et al., 1993). La greffe de fibroblastes exprimant Shh agit comme
la transplantation de la ZPA au niveau antérieur du bourgeon et résulte en la
duplication en miroir des doigts. De plus, I’inactivation de Shh chez la souris résulte
en un phénotype complexe incluant la perturbation du développement distal du
membre comprenant 1’autopode (Chiang et al., 1996; Chiang et al., 2001; Kraus et al.,

2001).

1.2.2.2 Positionnement de la ZPA

L’AR semble primordial pour les premicres étapes du bourgeonnement du
membre et le positionnement de la production de Shh puisque I’inactivation de
Raldh2, le géne codant pour I’enzyme responsable de la synthése de I’AR, empéche
la formation du bourgeon et I’activation de la signalisation par Shh (Niederreither et
al., 1999). L’administration d’AR suffit pour rétablir, dans ce cas, I’initiation de la
croissance du bourgeon de membre antérieur (Niederreither et al., 2002). Ces auteurs
ont alors proposé que I’AR et le facteur de transcription de type bHLH dHand
activent 1’expression de Shh au niveau du mésenchyme postérieur et distal du
bourgeon. L’inactivation de dHand prévient 1’activation de Shh et 1’expression
ectopique de dHand au niveau antérieur du bourgeon résulte en 1’expression
ectopique de Shh (Charite et al., 2000; Fernandez-Teran et al., 2000; McFadden et al.,
2002). Alors que dHand est d’abord exprimé dans le mésenchyme du flanc et tout au
long de I’axe A/P du bourgeon lors de son émergence (révis¢ par (Cohn, 2000), son

expression est rapidement restreinte au niveau postérieur pendant que 1’expression du
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répresseur transcriptionnel a doigt de zinc Gli3 est activée du c6té antérieur du
bourgeon (te Welscher et al., 2002a). Les souris déficientes en Gli3 montrent une
maintenance de ’expression de dHand dans la région antérieure du bourgeon et
I’activation de geénes normalement restreints au domaine postérieur (5’HoxD,
Gremlin) avant I’induction d’une expression ectopique de Shh dans le domaine
antérieur (te Welscher et al., 2002a; Zuniga and Zeller, 1999). De plus, lors de
I’inactivation de dHand, I’expression de Gli3 et Alx4, un facteur de transcription a
homéodomaine paired, est étendue vers la région postérieure (te Welscher et al.,
2002a). En fait, plusieurs génes dont les patrons d’expression sont restreints a la
région postérieure et qui sont des cibles potentielles de Shh sont exprimés en fait
avant I’induction de Shh. 5’HoxD, Bmp2, Gremlin et les Fgfs de la région postérieure
de I’AER sont activés avant et indépendamment de la signalisation via Shh (Chiang et
al., 2001; Sun et al., 2000; Zuniga et al., 1999). Toutefois, la perte rapide de
I’expression de ces génes chez les souris déficientes en Shh montre 1’importance de
ce dernier dans le maintien de leur expression durant la croissance et la

morphogené¢se du bourgeon de membre.

1.2.2.3 La signalisation par Shh

La transduction et la régulation de la signalisation a partir de Shh sont
étroitement controlées par des interactions protéiques. Des études biochimiques ont
montré que la protéine pleine longueur Shh procéde a un auto-clivage protéique
relachant un fragment C-terminal et un fragment N-terminal actif, lequel se lie de

facon covalente a une molécule de cholestérol (Lee et al., 1994; Porter et al., 1995;
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Porter et al., 1996). Bien qu’on puisse penser que 1’attachement a une molécule de
cholestérol résulte en une rétention a la membrane plasmique, une souris mutante qui
exprime une variation de Shh incapable de se lier au cholestérol montre un
développement interrompu des doigts antérieurs tandis que les doigts postérieurs sont
normaux (Lewis et al., 2001), démontrant I’importance du cholestérol dans la
transmission du signal sur de longues distances. D’autres auteurs ont propos¢ que
plusieurs fragments N-terminal de Shh liés au cholestérol s’accumulent a ’intérieur
de radeaux lipidiques, ce qui formerait des complexes solubles capables de diffuser

(Zeng et al., 2001).

La signalisation sur de longues distances est limitée par plusieurs mécanismes.
D’abord, la signalisation via Shh induit ’activation de la transcription de son
récepteur, le récepteur Ptc (Goodrich et al., 1996). En absence de signalisation par
Shh, Ptc inhibe la protéine a sept domaines transmembranaires Smoothened (Smo) et
le clivage constitutif de Gli est réalis¢, produisant la forme courte de Gli qui est alors
un répresseur transcriptionnel. Lorsque Shh se lie a son récepteur Ptc, I’inhibition de
Smo est levée et le clivage de Gli est inhibé, générant la forme longue de Gli, un
activateur transcriptionnel. Parmi les génes cibles de Shh se trouve Ptc lui-méme,
réduisant ainsi la diffusion de Shh. De plus, chez les vertébrés, la protéine Hip,
capable de lier Shh, est transcrite suite & une signalisation par Shh, créant une
deuxiéme boucle de régulation négative limitant la diffusion de Shh (Chuang and

McMahon, 1999).
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1.2.2.4 Le patterning selon I’axe antéropostérieur

Trois geénes de la famille Gli sont exprimés dans le mésenchyme du bourgeon
de membre : Gli1/2/3. Les souris mutantes pour Glil et/ou Gli2 ne présentent aucun
phénotype particulier au niveau des membres (Park et al., 2000). La signalisation par
Shh inhibe le clivage constitutif de Gli3, générant la forme longue activatrice de Gli3
(Gli3A) au détriment de la forme courte, clivée et répressive (Gli3R). Ainsi, la
signalisation par Shh crée un gradient d’activation de génes cibles du postérieur vers
I’antérieur du bourgeon tout en créant un gradient de répression transcriptionnelle via
Gli3R allant de I’antérieur vers le postérieur (Wang et al., 2000). L’étude des souris
doubles mutantes Shh-/-;Gli3-/- a montré des actions antagonistes entre SHH et Gli3
dans le contrdle du patterning antéropostérieur. L’expression de plusieurs génes
normalement restreints au domaine postérieur du bourgeon (tels que 5’HoxD, Hoxal3
et Gremlin) ainsi que le patterning distal du membre sont rétablis par 1’ablation d’un
ou deux alléles de Gli3 chez les souris déficientes en Shh (te Welscher et al., 2002b).
Comme les membres des souris Gli3-/-;Shh-/- présentent une polydactylie
indiscernable des membres des souris Gli3-/-, alors que les souris déficientes en Shh,
elles, ne possédent qu’un rudiment de doigt que 1’on ne peut identifier et un
zeugopode tronqué, ces résultats ont montré que Shh fonctionne normalement pour
empécher la répression des geénes « postérieurs » par Gli3R et ont confirmé que Gli3

agit avant Shh.
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1.2.2.5 Interactions entre Shh de la ZPA et les Fgfs de I’AER

Non seulement Shh signale vers le mésenchyme du bourgeon et régule le
patterning, mais il maintient et propage sa propre expression en participant a une
boucle de régulation positive via les Fgfs exprimés dans I’AER. La signalisation est
relayée vers I’AER par Gremlin, un antagoniste des BMPs exprimé dans le
mésenchyme. Cet antagonisme de 1’action de Bmps permet 1’expression de Fgf4,
Fgf9 et Fgfl7 dans la partie postérieure de I’AER. En effet, les souris Shh-/-
montrent la perte d’expression de Fgf4, alors que celle de Fgf9 et Fgfl7 est a peine
détectable (Sun et al., 2000; Zuniga et al., 1999; Xu et al., 2000). Toutefois,
I’expression de Fgf8 est intacte, démontrant qu’elle est indépendante d’une
signalisation via Shh (Sun et al., 2000). En retour, la signalisation par les Fgfs de
I’AER participe au maintien et la propagation distale de 1’expression de Shh dans la
ZPA au cours de la croissance du bourgeon. Le modéle d’une boucle
d’autorégulation positive entre les Fgfs de I’AER et Shh du ZPA est attirant puisqu’il
offre un mécanisme moléculaire simple conjuguant I’action coordonnée de deux
centres organisateurs dans la croissance du bourgeon. Toutefois, 1’expression de Shh
est maintenue chez les souris Msx2-Cre;Fgf4 (voir section 1.2.1.4, p. 11) et les
membres des souris Fgf9-/- et Fgf17-/- sont normaux, ce qui contredit ce modéle (Sun
et al., 2000; Xu et al., 2000; Zuniga et al., 1999). On ne peut toutefois pas rejeter
I’hypothése selon laquelle I’action combinée de plusieurs Fgfs participe au maintien
de Shh dans la ZPA. 1l a été proposé que Fgf8, le seul Fgf de ’AER exprimé avant
I’apparition de Shh au niveau de la ZPA, soit responsable de 1’induction et du

maintien de I’expression de Shh (Crossley, 1996, Vogel, 1996). L’expression de Shh



24

chez les souris Msx2-Cre;Fgf8 est retardée d’au moins 2 somites. Fgf8 est donc
requis pour I’induction de Shh au niveau du ZPA, mais en son absence d’autres Fgfs

de I’AER peuvent prendre le relais (Lewandoski, 2000).

1.2.3 L’ectoderme et I’axe dorso-ventral

Des interactions complexes entre le mésoderme et 1’ectoderme gouvernent
aussi le patterning du bourgeon de membre en développement selon I’axe dorso-
ventral (D/V) (Chen and Johnson, 1999). Avant méme 1’induction d’un bourgeon de
membre, des signaux inductifs émanant du mésoderme sont nécessaires a
I’établissement d’un ectoderme spécialisé, divisé selon 1’axe D/V (Geduspan and
MacCabe, 1987; Geduspan and MacCabe, 1989; Michaud et al., 1997). 1l a été
démontré que les signaux déterminant I’ectoderme ventral du bourgeon de membre
proviennent du mésoderme de la lame latérale alors que le mésoderme somitique
médial sécréte les molécules responsables de la «dorsalisation» de I’ectoderme
(Michaud et al., 1997). BMP4 et BMP7 sont exprimés dans le mésoderme de la lame
latérale et I’ectoderme le recouvrant avant I’induction du bourgeon de membre, ce qui
les qualifie correctement comme facteurs responsables de la «ventralisation» de
I’ectoderme (Ahn et al., 2001; Pizette et al., 2001). En fait, I’inactivation de leur
récepteur, Bmprl-a, spécifiquement dans 1’ectoderme ventral par I'utilisation de la
Cre controlée par le promoteur de Pou3f4 (Brn4), a montré la nécessité¢ de la
signalisation via les BMPs pour I’induction de Engrailed 1 (Enl) qui est exprimé
spécifiquement dans 1’ectoderme ventral du bourgeon (Ahn et al., 2001; Davis et al.,

1991; Gardner and Barald, 1992; Loomis et al., 1996). De plus, I’inactivation de Enl
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engendre la transformation de I’ectoderme ventral du bourgeon de membre en
ectoderme dorsal par, du moins en partie, la suppression de I’expression de Wnt7a et
mene a la formation de membres bidorsaux (Cygan et al., 1997; Loomis et al., 1996;
Loomis et al., 1998). En effet, dans un bourgeon de membre normal Wnt7a est
exprimé spécifiquement au niveau de 1’ectoderme dorsal (Dealy et al., 1993; Parr et
al., 1993), et I’inactivation de celui-ci entraine la formation d’un membre biventral
(Parr and McMahon, 1995). La signalisation via WNT7A a partir de I’ectoderme
dorsal est responsable de I’induction de Lmx1b, un facteur de transcription avec un
domaine LIM, dans la région dorsale du mésoderme du bourgeon (Riddle et al., 1995;
Vogel et al., 1995). De la méme fagon, I’inactivation de Lmx1b cause un phénotype
de membre biventral, autant chez la souris que I’humain (Chen et al., 1998; Dreyer et
al., 1998). En somme, la voie de signalisation des BMPs entraine 1’expression de
Enl au niveau de I’ectoderme ventral du bourgeon, ce qui restreint 1’expression de
Wnt7a a I’ectoderme dorsal, responsable de la spécification du mésoderme dorsal par

I’induction de Lmx1b.
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1.3 Laspécification de I’identité des membres

1.3.1 La famille des genes Pitx

1.3.1.1 Propriétés générales des facteurs de transcription Pitx

Les facteurs de transcription de la famille des protéines a homéodomaine sont
impliqués dans plusieurs processus développementaux (Banerjee-Basu and
Baxevanis, 2001). Leur implication dans ces processus reléve de leur aptitude a
moduler les patrons d’expression des geénes cibles de fagon spatiale et temporelle
(Gehring et al., 1994; Drouin et al., 1998). Tous les membres de cette famille sont
caractérisés par la présence d’un homéodomaine, c’est-a-dire d’un motif basique
hélice-tour-hélice (bHTH), responsable de la spécificité de liaison a ’ADN. La
famille des génes Pitx fait partie de la classe paired des protéines a homéodomaines,
et de la sous-famille bicoide en raison du degré d’homologie entre leur
homéodomaine et celui de bicoid de la drosophile. Cette sous-famille comprend
aussi, chez les mammiféres, les génes goosecoid (gsc), Otx1l et Otx2 (Drouin et al.,
1998). La sous-famille bicoide est définie par la présence d’une lysine a la position
50 de I’homéodomaine (position 9 de I’hélice de reconnaissance). Cette lysine se
place dans le sillon majeur de I’ADN et dicte la spécificité de liaison en reconnaissant
le doublet CC de la séquence consensus TATT/GCC (Treisman et al., 1989). La
famille des Pitx comprend trois membres : Pitx1, Pitx2 et Pitx3 (voir figure 1.1, p.

27). Les trois protéines partagent un degré d’homologie trés élevé quant a la
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Pitxla
1b
P2
Pitx1b TG
—_— T1a
P1
Pitx2a ATG
3 4
Pitx2b A
ATG
4
Pitx2c P2
1G
1 21—3
Pitx3a 7 ATG
2
()
Pitx3b ATG

Figure 1.1. Organisation génomique des génes de la famille Pitx. (A) Le geéne Pitx/ code pour
deux isoformes possédant des régions N-terminales différentes en raison de [’utilisation d’un
promoteur et d’un ATG différent (P1 et P2). Inspiré de Tremblay et al., 2000. (B) Pitx2 code pour
3 isoformes différents : Pitx2a et b différent par épissage alternatif tandis que Pitx2c provient de
’utilisation d’un promoteur et d’'un ATG différents. L’homéodomaine de Pitx2 possede 95 %
d’homologie avec Pitx1 alors que la protéine entiere posséde 70 % d’homologie. Inspiré de
Drouin et al., 1998 et Liu et al., 2003. (C) Les deux isoformes de Pitx3 codent pour une seule
méme protéine, utilisant le méme ATG, mais different puisqu’ils sont dirigés par deux promoteurs
différents (P1 et P2) qui conférent leur spécificité d’expression dans certains tissus.
L’homéodomaine de Pitx3 possedent 93 % d’homologie avec Pitx1 alors que la protéine enticre
possede 57 % d’homologie. Inspiré de Coulon et al., 2007 et Drouin et al., 1998. Les boites aux
couleurs foncées correspondent aux exons transcrits pour un isoforme. La boiten représente
I’homéodomaine de la protéine.
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séquence de leur homéodomaine (58/60 acides aminés). Toutefois, elles divergent

dans leurs séquences amino- et carboxy-terminales (Tremblay et al., 2000).

1.3.1.2 Pitx1

Pitx1 a été cloné parallélement par trois groupes distincts : d’abord, au
laboratoire, comme facteur de transcription liant I’élément CE3 du promoteur de la
pro-opiomélanocortine (POMC) et activant sa transcription (pituitary homeobox 1)
(Lamonerie et al., 1996) ; ensuite lors d’un crible double-hybride cherchant a
identifier des protéines interagissant avec le domaine N-terminal de Pitl, un facteur
de transcription & homéodomaine de la famille POU nécessaire a la différenciation
terminale des cellules thyrotropes, somatotropes et lactotropes de I’hypophyse (P-
Otx) (Szeto et al., 1996) ; puis lors d’un crible simple-hybride pour des facteurs
interagissant avec la séquence de terminaison de la transcription mitochondriale, qui
s’est avérée contenir la séquence consensus de liaison a haute affinité des

homéoprotéines (Backfoot) (Shang et al., 1997).

Pitx1 posséde un domaine riche en prolines dans sa région N-terminale, en
plus de deux autres domaines riches en prolines adjacents a deux domaines riches en
sérines dans sa région C-terminale. Ces deux régions sont soupgonnées d’étre des
régions de transactivation (Lamonerie et al., 1996). Pitx1 est donc un fort activateur
transcriptionnel, présent dans toutes les cellules de I’hypophyse (Tremblay et al.,
1998). Par exemple, in vitro, Pitx1 est capable d’activer la transcription de plusieurs

promoteurs hypophysaires tels que celui de la sous-unité o de la glycoprotéine
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(I'aGSU), des sous-unités B de la I’hormone lutéinisante (BLH), de 1’hormone
folliculo-stimulante (BFSH) et de la thyréostimuline (BTSH), du récepteur de la
gonadolibérine (GnRHR), de I’hormone de croissance (GH) et de 1’enhancer de Pitl,
en plus de celui de la POMC (Tremblay et al., 1998; Lamonerie et al., 1996). C’est
en participant a un code combinatoire avec des protéines spécifiques a chacune des
lignées cellulaires de I’hypophyse que Pitx1 participe a I’activation transcriptionnelle
de genes spécifiques a ces lignées. Ainsi, Pitx1 synergise avec Pitl dans les cellules
somato-lactotrophes sur les promoteurs de la prolactine (PRL) et de I’hormone de
croissance (GH), bien que cette interaction transcriptionnelle ne soit pas observée sur
le promoteur de la BTSH ou sur le promoteur/enhancer de Pitl (Tremblay et al., 1998;
Szeto et al., 1996). De méme, Pitx]1 synergise avec I’hétérodimeére NeuroD1/Panl
(Poulin et al., 1997; Poulin et al., 2000) et Tpit (Tbox) (Lamolet et al., 2001) sur le
promoteur de la POMC dans les corticotropes ainsi qu’avec le récepteur nucléaire
orphelin SF-1 (steroidogenic factor 1) et le facteur a doigts de zinc Erg-1 sur le
promoteur de la sous-unité f de I’hormone lutéinisante (LHP) dans les cellules
gonadotropes (Tremblay and Drouin, 1999). C’est donc en interagissant avec
différentes protéines spécifiques a chacun des types cellulaires de 1’hypophyse que
Pitx1 participe a I’activation de la transcription de plusieurs hormones hypophysaires

(Tremblay et al., 1998).

Des expériences avec ARN anti-sens ont montré 1’importance de Pitx1 pour
I’expression de Lim3/Lhx3, un géne important pour le développement de
I’hypophyse (Sheng et al., 1996; Tremblay et al., 1998), placant ainsi Pitx1 en amont

d’une cascade de régulation nécessaire au développement de 1’organe. De plus, une
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région régulatrice qui s’étend jusqu’a - 4,2 kb du site d’initiation de la transcription
de Pitxl a été identifiée comme étant capable de diriger I’expression d’un géne
rapporteur dans les domaines antérieurs d’expression endogéne de Pitx1, soit le
stomodeum et le mésenchyme de la premiere arche branchiale et ses dérivés (voir
plus loin) (Goodyer et al., 2003). L’étude de cette région promotrice a montré qu’elle
contenait des séquences consensus de liaison a I’ADN des facteurs de transcription de
la famille bicoide. Des études in vitro ont confirmé un mécanisme d’auto-régulation
de Pitx1 servant soit a I’établissement soit au maintien de 1’expression de Pitx1 dans

son domaine antérieur.

Pitx1 possede deux domaines d’expression, I’un dans la région antérieure de
I’embryon, 1’autre dans la région postérieure (voir figure 1.3 A, p. 40) (Lanctot et al.,
1997). L’expression de Pitx1 dans le domaine antérieur débute dés e8,0 au niveau de
I’endoderme viscéral antérieur et du stomodeum. A €9,0, Pitx1 est détecté dans le
mésenchyme de la premicre arche branchiale et de la région proximale de la
mandibule. L’expression de Pitxl est ensuite maintenue dans les dérivés de la
premicre arche branchiale et ceux du stomodeum, c’est-a-dire au niveau du cartilage
de Meckel et des muscles de la langue, ainsi qu’au niveau des épithélia olfactifs, du
nasopharynx, du palais, de la langue, des dents, des glandes submandibulaires et au
niveau de 1’adénohypophyse (Lanctdt et al., 1997; Mitsiadis and Drouin, 2008).
Dans le domaine postérieur de I’embryon, Pitx1 est détecté lors de la gastrulation a
partir de €6,8, dans le mésoderme formé a partir de la ligne primitive. L’expression
de Pitxl est spécifique au mésoderme postérieur de la lame latérale duquel

émergeront les membres postérieurs (voir figure 1.3 A, p. 40). Pitx1 se retrouve
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également dans les dérivés du mésoderme de la lame latérale postérieure, soit les
muscles de la paroi abdominale, la vessie, I’estomac, I’intestin et le tubercule génital

(Lanctot et al., 1997).

1.3.1.3 Pitx2

Pitx2 a été cloné par plusieurs groupes indépendants. En premier lieu, lors
d’un clonage positionnel effectué par un groupe qui cherchait a identifier le géne
responsable du syndrome de Rieger, un syndrome d’haploinsuffisance autosomal-
dominant causant chez I’humain des anomalies de la chambre antérieure de 1’ceil, des
glaucomes, une hypoplasie de la dentition, un léger dysmorphisme craniofacial et des
anormalités de la cicatrice ombilicale (Rieg) (Semina et al., 1996). Les patients avec
le syndrome de Rieger portent des mutations dans PITX2, la plupart localisées dans la
région codante pour ’homéodomaine de la protéine (Amendt et al., 2000; Semina et
al., 1996). Puis, Pitx2 est sorti d’un criblage pour identifier de nouvelles protéines
appartenant a la famille paired des protéines a homéodomaine de la super-classe PRX
(Otlx2) (Muccielli et al., 1996). Aussi, lors d’un criblage d’une banque d’ADN
complémentaire provenant d’hypophyses adultes de souris accompli par un groupe
cherchant a identifier de nouvelles protéines a homéodomaine (Ptx2) (Gage and
Camper, 1997). Et, finalement, il a été identifié comme geéne cible de All1, un géne

impliqué dans la leucémie aigué (Arpl) (Arakawa et al., 1998).

Pitx2 est connu comme étant un activateur transcriptionnel et plusieurs de ses

geénes cibles ont été identifiés. Il est capable, tout comme Pitxl, d’activer la
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transcription en liant plusieurs promoteurs hypophysaires en simple transfection :
aGSU, LHB, FSHB, GnRH-R, PRL, GH, TSHP et POMC (Tremblay et al., 2000).
De plus, il peut synergiser avec SF-1 ou Erg-1 sur le promoteur de LHp, avec Pit-1
sur le promoteur de PRL, avec NeuroD/Panl sur le promoteur de POMC et avec
Lim3/Lhx3 sur le promoteur de ’aGSU (Tremblay et al., 2000; Amendt et al., 2000;
Lin et al., 1999; Amendt et al., 1998). Chez I’humain, des geénes cibles de PITX2,
hors de I’hypophyse, ont aussi ét¢ identifiés : le géne codant pour la procollagene
lysyl hydrosylase (PLOD) ainsi que le géne DIx2 (Hjalt et al., 2001). PLOD1 code
pour une hydroxylase du collagéne qui joue un role dans la spécificité de la matrice
extracellulaire et produit une fondation pour la morphogenése des tissus et des
organes alors que DIx2 encode un facteur de transcription exprimé dans les tissus
mésenchymateux et épithéliaux du maxillaire et de la mandibule, ainsi que dans le
diencéphale. DIx2 a aussi été décrit comme un régulateur du développement des

arches branchiales.

11 existe plusieurs isoformes de Pitx2 : trois chez la souris (Pitx2a, b et ) (voir
figure 1.1 B, p. 27) , deux chez le poulet (Pitx2a et c) et quatre chez I’Humain
(Pitx2a, b, c, et d) (Semina et al., 1996; Gage and Camper, 1997; Arakawa et al.,
1998; Cox et al., 2002; Drouin et al., 1998; Liu et al., 2003). Chez la souris, Pitx2a et
Pitx2b différent en deux points : Pitx2a contient 18 nucléotides a son extrémité 5’ qui
ne se retrouvent pas dans Pitx2b alors que Pitx2b contient une insertion de 138 paires
de bases dans sa région N-terminale, résultante d’un épissage alternatif. Ainsi, ces
deux isoformes de Pitx2 codent pour des protéines de 271 et 317 acides aminés (Gage

and Camper, 1997). Pitx2c provient de I’utilisation d’un promoteur alternatif situé
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tout juste en amont de 1’exon 4 (Kitamura et al., 1999). Ainsi, les trois isoformes de
Pitx2 différent quant a leur région N-terminale, mais sont identiques dans leur

homéodomaine et leur région C-terminale.

Pitx2 est exprimé dans de nombreux tissus au cours du développement (voir
figure 1.2 A-D, p. 34). 1l est retrouvé dans le mésoderme de la lame latérale, les
dérivés de la premiere arche branchiale, 1’ceil, le cerveau, I’hypophyse, la mandibule,
le cceur et les muscles squelettiques (Arakawa et al., 1998; Gage and Camper, 1997;
Kitamura et al., 1999; Muccielli et al., 1996; Semina et al., 1996). To6t au cours du
développement, Pitx2c est le seul isoforme exprimé asymétriquement, dans le
mésoderme de la lame latérale gauche et ses dérivés (le cceur et I’intestin). Les trois
isoformes partagent un patron d’expression symétrique semblable dans le mésoderme

de la téte et de la lame latérale (Kitamura et al., 1999).

Le role de Pitx2 au cours du développement a été investigué par
recombinaison génétique chez la souris (Gage et al., 1999). Puisque la délétion totale
de Pitx2, par délétion de la séquence codante pour I’homéodomaine de la protéine,
entraine la mort embryonnaire vers €14,5 en raison de problémes cardiaques et que
les embryons présentent une éviscération causée par un défaut de fermeture de la
paroi abdominale (voir figure 1.2 J, K, p. 34), le role de Pitx2 a aussi été investigué
au moyen d’une série allélique comportant un all¢le hypomorphe, 1’alléle néo (Gage
et al., 1999). Les souris homozygotes pour cet alléle peuvent vivre jusqu’au jour
postnatal 1 (P1), permettant I’étude du role de Pitx2 aprés e14,5. Le role de Pitx2 a

aussi été investigu¢ par le remplacement de la séquence codante pour
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Figure 1.2. Profil d’expression de Pitx2 et phénotype des souris Pitx2-/-. (A-D) Profil d’expression
de Pitx2 par hybridation in situ sur embryons entiers a €9,5 (A), el1,0 (B), e11,5 (C) et el2,5 (D). Pitx2
est exprimé a €9,5 dans ’ectoderme oral et le mésoderme de la lame latérale (A, fleches rouges). Adapté
de L’Honoré et al., 2007. (E-G) Hybridation in situ contre la myogénine, exprimé dans le myotome, mon-
trant le défaut de rotation des embryons Pitx2-/-. (E-F) Vues latérales, (G) Vue postérieure. s : somites.
Adapté de Lu et al., 1999. (H-I) Isomérisme pulmonaire droit chez Pitx2-/-. R : droit, L : gauche. Adapté
de Luetal., 1999. (J-K) Coupes histologiques transversales au niveau du coeur d’embryons a €12,5. Les
embryons Pitx2-/- meurent vers el4,5 de défauts cardiaques, accompagnés de 1’éviscération des organes
internes. A : atrium, V : ventricule. Adapté de Gage et al., 1999. (L-O) Coupes histologiques sagitales
a el2,5 montrant la réduction de la taille de la poche de Rathke avec la perte d’alléle fonctionnel de Pitx2.
Adapté de Suh et al., 2002.
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I’homéodomaine de la protéine par celle du géne LacZ (Kitamura et al., 1999; Lin et
al., 1999). Dans tous les cas, I’importance de Pitx2 au niveau des événements tardifs
de la détermination de I’asymétrie gauche-droite est incontestable. L’expression
asymétrique de Pitx2c au niveau du mésoderme de la lame latérale gauche semble
étre en aval d’une cascade génétique comprenant Shh/Nodal/lefty2 et Nkx2 (Shiratori
et al., 2001; Logan et al., 1998; Ryan et al., 1998; Meno et al., 1998). L’expression
ectopique de Pitx2 du coté droit du mésoderme de la lame latérale chez le poulet et la
grenouille modifie le sens de rotation de 1’embryon et I’enroulement du cceur et des
intestins (Logan et al., 1998; Ryan et al., 1998; Campione et al., 1999; Yu et al.,
2001; Linask et al., 2002). Les souris mutantes possédant des défauts de latéralité
(par ex. la souris iv (Situs inversus viscerum)) présentent aussi des modifications dans
le patron d’expression de Pitx2 (Piedra et al., 1998). Enfin, les embryons Pitx2-/-
montrent un isomérisme pulmonaire droit (voir figure 1.2 H-I, p. 34), un mauvais
positionnement du cceur (voir figure 1.2 J-K, p. 34) ainsi qu’un défaut de rotation au
niveau postérieur de 1’embryon, laissant le bas du corps tourné vers la droite (voir

figure 1.2 E-G, p.34) (Gage et al., 1999; Lin et al., 1999; Lu et al., 1999).

Les embryons Pitx2-/- montrent un arrét précoce du développement de
I’hypophyse au stade de la poche de Rathke ainsi qu’un défaut de prolifération
cellulaire (voir figure 1.2 L-O, p. 34) (Gage et al., 1999; Lin et al., 1999). Afin
d’investiguer I’implication de Pitx2 durant les étapes plus tardives du développement
de I’hypophyse, I’alléle hypomorphe Pitx2néo a été utilisé (Suh et al., 2002). L’étude
de la série allélique en résultant a permis d’établir que Pitx2 est nécessaire au

maintien de I’expression des facteurs de transcription Hesx1 et Propl. A un stade
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plus tardif, Pitx2 est nécessaire a la spécification et 1’expansion des cellules provenant
de la lignée Pitl et des gonadotropes par I’activation de facteurs de transcription
spécifiques. L’étude des doubles mutants pour Pitx1 et Pitx2 a montré que les deux
genes ont un roéle a jouer dans I’expansion de la poche de Rathke, démontrant que le
développement de ’hypophyse est sensible a un dosage global des Pitx (Suh et al.,

2002).

Les embryons Pitx2-/- présentent un phénotype développemental au niveau
des dents, phénotype comparable a celui retrouvé dans I’hypophyse. En effet, les
premiéres étapes de signalisation et de détermination sont engagées alors que
I’émergence, la migration et I’expansion des différents types cellulaires font défaut a
partir du stade des bourgeons de dents (Lu et al., 1999; Lin et al., 1999). Le
développement des dents est arrété au stade de bourgeons au niveau des dents de la
mandibule et au stade de placodes au niveau des dents de la maxillaire (Lu et al.,
1999; Lin et al., 1999). Au niveau de 1’ectoderme oral, Pitx2 régule positivement
Fgf8 tout en restreignant le domaine d’expression de Bmp4 (Lu et al., 1999; Lin et al.,

1999).

Les embryons Pitx2-/- présentent aussi plusieurs défauts au niveau des yeux.
Le segment antérieur de I’ceil présente un épaississement de 1’épithélium et du
mésenchyme de la cornée alors que le segment postérieur montre un manque de

muscles oculaires et un colobome du nerf optique (Kitamura et al., 1999).
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Les spécificités des différents isoformes de Pitx2 ont été explorées par
manipulations génétiques. La double inactivation spécifique des isoformes a et b
résulte en un défaut de fermeture du palais, une mauvaise rotation des intestins et des
défauts oculaires (Liu et al., 2001). La création d’all¢les délétant les deux isoformes
a et b et encodant différents niveaux d’expression de 1’isoforme ¢ a pu démontré que
différents organes nécessitent différents niveaux d’expression de Pitx2c (Liu et al.,
2001). En effet, alors que le développement du coeur ne requiert que de faibles
concentrations de Pitx2c, le développement asymétrique des poumons et la rotation
des intestins sont sensibles a une faible perte d’expression de Pitx2c. Ces différences
de sensibilité aux différentes concentrations de 1’isoforme ¢ peuvent refléter des
différences d’affinité entre Pitx2c et les séquences régulatrices des genes cibles
spécifiques aux organes en développement. Ou alors, il existerait des mécanismes de
régulation limitant 1’activité de Pitx2c dans certains organes. L’exemple de
régulation transcriptionnelle par interaction protéine-protéine entre Pitx2 et Pitl dans
I’hypophyse (Amendt et al., 1998) laisse supposer la présence de co-facteurs capables

de réguler I’activité de Pitx2 de fagon organe-spécifique.

1.3.1.4 Pitx3

Le troisieme membre de la famille, Pitx3, a été identifié¢ par criblage d’une
banque d’ADN complémentaire a 1’aide d’une sonde comprenant la séquence codante
pour ’homéodomaine de Pitx2 ainsi que par homologie au géne Pitx1l lors d’un
criblage visant I’identification de génes spécifiquement exprimés dans les neurones

dopaminergiques du mésencéphale (Semina et al., 1997; Smidt et al., 1997). Pitx3 est
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exprimé dans le cristallin de I’ceil, le myotome et les muscles squelettiques
différenciés, ainsi que dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale (Semina
et al., 1997; van den Munckhof et al., 2003; L'Honor¢ et al., 2007; Smidt et al., 1997).
La souris aphakia (ak) posséde deux délétions dans le locus de Pitx3 : une de 625pb
située a 2,5 kb en amont de I’exon 1 (Semina et al., 2000) ; une autre beaucoup plus
grande, incluant la région promotrice, I’exon et I’intron 1 (Rieger et al., 2001). En
accord avec le patron d’expression de Pitx3, la souris ak présente une microphtalmie
bilatérale en raison d’un arrét de développement de la lentille de I’ceil ainsi qu’une
absence de neurones dopaminergiques de la substance noire, ce qui implique Pitx3
dans la détermination ou le maintien de ces neurones (Smidt et al., 2004; Nunes et al.,
2003; van den Munckhof et al., 2003). Ainsi, la souris ak représente un modéle pour
la maladie de Parkinson, causée par la dégénérescence des neurones dopaminergiques
(van den Munckhof et al., 2003). De plus, il a été démontré que Pitx3 est responsable
de I’activation de la transcription de la tyrosine hydroxylase (TH), une enzyme
participant a la biosynthése de la dopamine, spécifiquement exprimée lors de la
différenciation des neurones dopaminergiques (Maxwell et al., 2005; Lebel et al.,
2001). La souris ak ne posséde aucun phénotype musculaire. Un promoteur et un
exon 1 alternatifs, situés entre I’exon 1 et I’exon 2, qui contient I’ATG, ont été
identifiés comme étant responsables de 1’expression de Pitx3 au niveau musculaire

chez la souris ak (Coulon et al., 2007).
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1.3.1.5 Pitx1 et I’identité des membres postérieurs

L’inactivation de Pitx1 chez la souris a été réalisé afin d’investiguer son role
dans les processus développementaux (Lanctot et al., 1999). Le développement des
embryons Pitx1-/- semble étre normal jusqu’a el2,5, ¢’est-a-dire que 1’allantois et le
stomodeum ne sont pas affectés. Cette absence de phénotype peut €tre attribuable a
la compensation par un autre membre de la famille, Pitx2, lui aussi exprimé dans ces
tissus. De la méme fagon, la formation de la poche de Rathke n’est pas affectée par la
perte de Pitx1, suggérant que Pitxl n’est pas essentiel aux premicres étapes de
formation de I’hypophyse ou que la présence de Pitx2 est capable de compenser la
perte de Pitx1 (Suh et al., 2002). Par contre, la déficience en Pitx1 résulte en une
réduction de la mandibule (micrognathia) et une transformation partielle des membres
postérieurs en membres antérieurs, confirmant le role de Pitx1 dans la détermination
des membres postérieurs (voir figure 1.3 B-G, p. 40) (Lanctot et al., 1999; Szeto et
al., 1999). La ceinture pelvienne est affectée : 1’ischium et I’os pubique sont
normaux, mais plus petits alors que I’ilion est absent (voir figure 1.3 D, p. 40).
Ainsi, le bassin rejoint la colonne vertébrale a la premicre vertébre sacrale (S1) via
I’acétabulum plutdt que via la téte de I’ilion (voir figure 1.3 E, p. 40). Au niveau des
membres, le fémur est réduit en taille, d’une fagon plus prononcée du coté droit (voir
figure 1.3 F, p. 40). Il y a une absence de rotule dans 1’articulation du genou et les
cartilages aux extrémités du fémur et du tibia sont réduits (voir figure 1.3 G, p. 40),
ce qui transforme 1’articulation qui ressemble alors a I’articulation du coude. Le tibia

est aussi réduit en taille et en diamétre, rejoignant ainsi la taille du péroné. Cette
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Figure 1.3. Profil d’expression de Pitx] et phénotype des souris PitxI-/-. (A) Hybridation in situ sur
embryons entiers présentant le profil d’expression de Pitx/ a €10,5. Pitx] posséde un domaine d’expression
antérieur, au niveau du mésenchyme de la premicre arche branchiale et de I’ectoderme oral (étoile), et un
domaine d’expression postérieur, spécifique au mésoderme de la lame latérale et du bourgeon de membre
postérieur (fleche noire) tandis qu’il est absent du bourgeon de membre antérieur (fleche blanche). (A.
Marecil, non-publié). (B-G) Coloration au rouge d’Alizarin et au bleu d’alcian de Pitx1+/- et Pitx1-/- ael7,5.
Pitx1-/- présente une hypoplasie de la mandibule (B) et une transformation partielle des membres postérieurs
en membres antérieurs (C) caractérisée par la perte de I’ilium (D) accompagnée d’un attachement a la
colonne vertébrale via I’acétabulum plutdt que par I’ilium (E), la similitude de taille entre le tibia et le fibula
qui rappelle la similitude entre le radius et I'ulna (E), la réduction de la taille du fémur, plus prononcée du
coté droit (F) et I’absence de cartilage au niveau du genou, qui ressemble alors a une articulation telle que le
coude (QG). (Figures tirées de Lanctdt et al., 1999).
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comparaison en taille des deux os formant le zeugopode rappelle la similitude entre le
cubitus et le radius du membre antérieur (voir figure 1.3 C, p. 40). Au niveau de
I’autopode, le calcanéum est réduit en taille. On retrouve aussi une formation osseuse
qui ressemble au pisiforme, normalement retrouvé a I’intérieur de la main (Szeto et
al., 1999). L’ensemble de ces phénotypes suggere que les membres postérieurs de
Pitx1-/- sont partiellement transformés en membres antérieurs. Au niveau
moléculaire, seule I’expression de Thx4, le seul autre géne connu pour é&tre
spécifiquement exprimé dans le mésenchyme du bourgeon de membre postérieur, est
diminuée chez Pitx1-/- (Lanctot et al., 1999), suggérant que Thx4 est un géne cible de
Pitx1 dans le bourgeon de membre postérieur en développement. Des expériences de
sur-expression chez le poulet ont aussi démontré un role de Pitxl dans la
détermination de I’identité postérieure des membres. Les membres antérieurs sur-
exprimant Pitx1 sont transformés morphologiquement vers une identité plus
postérieure. L’articulation ressemble plus a celle du genou, les doigts ressemblent a
des doigts de pied autant dans la forme que la taille et le patron musculaire est
semblable a celui du membre postérieur (Logan and Tabin, 1999; Szeto et al., 1999).
Au niveau moléculaire, on observe I’induction ectopique de Tbx4, HoxC10 et
HoxC11, normalement restreints aux membres postérieurs, suite a la sur-expression
de Pitx1l dans les membres antérieurs (Logan and Tabin, 1999; Szeto et al., 1999).
Toutefois, lors de I’inactivation de Pitx1 chez la souris, 1’expression de HoxC10 et de

HoxC11 demeure inchangée (Marcil et al., 2003).
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1.3.1.6 Activité redondante de Pitx1 et Pitx2 dans le développement des

membres postérieurs

En plus de Pitx1, un role de Pitx2 a aussi ét¢ démontré lors du développement
des membres postéricurs. Les souris déficientes en Pitx1l montrent un phénotype
asymétrique gauche/droite du développement des membres postérieurs (Lanctot et al.,
1999). La croissance du fémur est souvent plus affectée du co6té droit (voir figure
1.3 F, p. 40), la perte du doigt 1 est exclusive au membre postérieur droit et lorsqu’il
y a un déplacement postérieur de I’articulation entre 1’acétabulum et les vertebres
sacrales, ce déplacement est parfois asymétrique et plus prononcé du coté droit. Ce
phénotype asymétrique et 1’expression préférentielle de Pitx2c du coté gauche du
mésoderme de la lame latérale ont permis de poser I’hypothése selon laquelle il y a
compensation du phénotype du coté gauche par un role de Pitx2 chez la souris
Pitx1-/-. Les embryons doubles mutants pour Pitx1 et pour Pitx2 ont été générés au
laboratoire avec les souris portant soit I’alléle délété (Pitx2™"), soit Palléle
hypomorphe de Pitx2 (Pitx2™) (Marcil et al., 2003). Les souris doubles
hétérozygotes ont été difficiles a obtenir, n’atteignant pas les ratios mendéliens de
25 % attendus. En effet, les croisements entre Pitx1+/- et Pitx2+/néo n’ont
généré que 20 % de souris Pitx1+/-;Pitx2+/néo et les croisements entre Pitx1+/- et
Pitx2+/- n’ont généré que 2 % de Pitx1+/-;Pitx2+/-. Les embryons Pitx1-/-;Pitx2+/-
ont donc été générés par croisement entre Pitx1+/- et Pitx1+/-;Pitx2+/-. Quelques
embryons Pitx1-/-;Pitx2néo/- ont été obtenus en croisant les doubles hétérozygotes
porteurs de chaque alléle ensembles et un seul embryon Pitx1-/-;Pitx2-/- a été obtenu

lors de cette étude (Marcil et al., 2003). L’étude de ces embryons a montré un role
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coopératif de Pitx1 et de Pitx2 quant au développement des membres postérieurs. En
effet, les souris Pitx1-/-;Pitx2+/- montrent, tout comme les embryons Pitx1-/-
;Pitx2néo/néo, un phénotype de croissance de pénétrance variable, selon la séquence
suivante : la perte du doigt “1 du c6té droit, puis la perte du tibia et la réduction du
fémur du c6té droit, ensuite la perte du doigt “1, puis du tibia du co6té gauche (voir
figure 1.4 A-J, p.44). L’analyse du développement des bourgeons de membres
postérieurs des embryons Pitx1-/-;Pitx2+/- a démontré une réduction de la taille des
bourgeons, autant dans I’axe A/P que dans I’axe P/D (voir figure 1.4 K, p. 44). .
Cette réduction est plus prononcée du coté droit chez 50 % des embryons observés.
Cette observation est donc en accord avec 1’hypothése d’un réle conjoint de Pitx1 et
de Pitx2 dans la croissance du mésoderme de la lame latérale a la hauteur du
bourgeon de membre et du mésenchyme du bourgeon. L’analyse de 1’expression de
marqueurs moléculaires du développement des bourgeons de membres n’a pu révéler
de changements marquants. En fait, une baisse d’expression de Thx4, un marqueur
des bourgeons postérieurs connu pour avoir une expression plus faible lors de
I’inactivation de Pitx1, a été observée. La réduction de la taille du bourgeon selon
’axe A/P a été attribuée a une absence de mésenchyme antérieur. A 1’aide de
marqueurs de mésenchyme postérieur (HoxC11, dHand), on a pu constater que la
proportion de mésenchyme postérieur par rapport a la taille du bourgeon selon 1’axe
A/P augmente avec la perte de Pitx2 (voir figure 1.4 K, O, p. 44). De plus, on a
observé que I’expression de Shh et de Fgf4 s’étendait du c6té antérieur du bourgeon
des embryons Pitx1-/-;Pitx2+/- (voir figure 1.4 L-M, p. 44). L’étude de I’induction

des marqueurs de croissance lors de I’émergence du bourgeon a révélé un retard de
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Figure 1.4. Phénotype des souris Pitx1-/-; Pitx2+/- et Pitx1-/-; Pitx2néo/néo. (A-I) Coloration au
rouge d’Alizarin et au bleu d’alcian des membres postérieurs d’embryons sauvages (A,
G), Pitxl-/-;Pitx2+/- (B-F) et PitxI-/-;Pitx2néo/néo (H-1) montrant la pénétrance variable du
phénotype chez Pitx[-/-; Pitx2+/- allant de la perte du doigt #1 du membre droit (B), I’hypoplasie du
tibia du membre droit (C), la perte du tibia et ’hypoplasie du fémur droits ainsi que la perte du doigt
#1 gauche (D), ’hypoplasie du tibia gauche (E) et I’hypoplasie du fémur gauche (F). Les embryons
Pitx1-/-; Pitx2néo/néo montre la méme séquence de phénotype variable. Les cas les plus sévéres
montrent la perte des doigts #1, des tibias et des fémurs (H-J). (K-P) Vues dorsales d’hybridations
in situ sur embryons entiers. Croissance d’un bourgeon de membre postérieur plus petit, caractérisé
par la perte de mésenchyme antérieur, montré par un marquage HoxC11 (K), Shh (L) et dHand (O).
Baisse de I’expression de Fgf4 (M) et retard d’induction de Fgf8 (N), passant du stade 28 somites
chez I’embryon sauvage au stade de 30 somites chez Pitx/-/-;Pitx2+/-. Le seul embryon
Pitx1-/-; Pitx2-/- obtenu montre un important retard de croissance des bourgeons de membres posté-
rieurs ainsi qu’une tres faible expression de Figf8 dans I’AER (P). Figures tirées de A. Marcil, 2003.
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I’induction de Fgf8 au niveau de I’AER. Alors que I’induction de Fgf8 se produit au
stade de 27 somites chez I’embryon sauvage et chez Pitx1-/-, elle n’arrive qu’au stade
de 30 somites chez Pitx1-/-;Pitx2+/- (voir figure 1.4 N, p. 44). Chez le seul embryon
Pitx1-/-;Pitx2-/- obtenu, le bourgeon de gauche a el12,5 montre une trés faible
expression de FQf8 au niveau de I’AER et il y a une compléte absence d’expression
au niveau du bourgeon de droite (voir figure 1.4 P, p. 44). Ainsi, sans qu’il y ait de
changements majeurs d’expression des marqueurs du patterning, autant selon 1’axe
P/D (Meisl, Meis2) que I’axe A/P (Gli3, Shh, dHand), la perte d’éléments
squelettiques chez les embryons mutants pour Pitx1 et Pitx2 est attribuable a un retard

d’induction des marqueurs de croissance au niveau de I’AER (Marcil et al., 2003).

1.3.2 La famille des génes Thx

La sous-famille des facteurs de transcription Tbx appartient a la famille des
protéines a boite T et comprend les génes Tbx2/4 et Thx3/5 résultant de la dispersion
d’une duplication ancestrale en tandem. Chez la souris, Tbx2/4 sont sur le
chromosome 11 alors que Tbx3/5 sont sur le chromosome 5 (Agulnik et al., 1996;
Ruvinsky and Silver, 1997). Plusieurs mutations retrouvées dans les génes
appartenant a la sous-famille des Thx ont été identifiées comme causant des
syndromes humains. Entre autres, la mutation de Thx5 est connue pour é&tre
impliquée dans le syndrome Holt-Oram (HOS) caractérisé par de séveres
malformations cardiaques accompagnées de malformations des membres antérieurs
(perte du doigt “1 en plus d’une diminution de la taille du radius) (Basson et al., 1997;

Li et al., 1997). Une mutation ponctuelle dans la région codante de Thx4 cause chez
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I’humain le syndrome coxo-podo-patellaire («small patella syndromey), défini par
une absence ou une hypoplasie de la rotule, des malformations de la ceinture
pelvienne et du fémur et I’agrandissement de ’espace entre le doigt “1 et *2 tandis

que la taille des doigts "4 et *5 est amoindrie (Bongers et al., 2004).

1.3.2.1 Ré6les de Thx4 et Thx5 dans la croissance des membres

1.3.21.1 Tbhx5 et la croissance des membres antérieurs

Lors du développement embryonnaire, Thx5 est exprimé dans le cceur et dans
le territoire présomptif des membres antérieurs au niveau du flanc avant le
bourgeonnement (Chapman et al., 1996; Li et al., 1997). L’inactivation de Tbx5 chez
la souris a révélé son role essentiel pour la croissance des bourgeons de membres
(Agarwal et al., 2003). Puisque I’inactivation de Thx5 est létale a 10,5 a cause
d’anomalies cardiaques, la souris Prx1-Cre;Tbx5 a été développée, le transgéne Prx1-
Cre dirigeant I’expression de la Cre seulement dans le mésenchyme des bourgeons de
membres (Logan et al., 2002; Rallis et al., 2003). Cette souris a démontré
I’importance de Tbx5 dans la croissance du bourgeon de membre antérieur puisque
celle-ci ne développe aucune structure osseuse, pas méme celle de la jonction
articulaire de 1’épaule (Rallis et al., 2003). De plus, la sur-expression d’un dominant
négatif de Thx5 dans le territoire présomptif des membres antérieurs abroge la
formation de ceux-ci (Takeuchi et al., 2003). Au contraire, la sur-expression de Thx5
dans le flanc résulte en la croissance d’'un membre ectopique (Takeuchi et al., 2003).

Plusieurs études ont montré que Tbhx5 posséde un role essentiel dans I’initiation de
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I’expression de Fgf10 dans le territoire présomptif des membres antérieurs (Agarwal
et al., 2003; Rallis et al., 2003). Le promoteur de Fgf10 contient des sites consensus
de liaison des facteurs a boite T capables de répondre a ceux-ci en transfection
transitoire, ce qui suggere une régulation directe de Fgfl0 par Thx5 (Agarwal et al.,
2003; Ng et al., 2002). Comme le promoteur de Fgfl0 contient aussi des éléments de
réponse pour Lefl et Tcfl, il est envisageable que Tbx5 interagisse avec la voie de
signalisation des Wnts pour initier I’expression de Fgfl0 et activer la croissance du
bourgeon de membre antérieur (Agarwal et al., 2003; Garrity et al., 2002; Ng et al.,
2002; Rallis et al., 2003; Takeuchi et al., 2003). Enfin, il a ét¢ démontré que Tbx5
interagit avec Sall4 dans I’activation de Fgf10 dans le bourgeon de membre antérieur
(Koshiba-Takeuchi et al., 2006). L’expression de Fgfl0 est grandement réduite,
principalement dans la région antérieure du bourgeon, lors de I’inactivation d’un
allele de Thx5 et d’un alleéle de Sall4. De plus, Sall4 est capable de synergie
activatrice avec Thx5 et Thx4 sur le promoteur de 7 kb de Fgfl0 en transfection.
Tous ces résultats démontrent que Thx5 est en amont d’une cascade de régulation

dirigeant la croissance du bourgeon de membre antérieur.

1.3.2.1.2 Thx4 et la croissance des membres postérieurs

Thbx4 est exprimé trés tot au cours du développement embryonnaire : dés €7,5
dans I’allantoide, puis dans le mésenchyme de la mandibule ainsi que celui des
poumons, dans la région du cceur qui donnera naissance a 1’aorte et dans la paroi
abdominale (Naiche and Papaioannou, 2003). De plus, I’expression de Thx4 est

spécifique au mésenchyme des bourgeons de membres postérieurs. En fait,
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I’expression de Thx4 au niveau des bourgeons de membres postérieurs semble étre
dirigée par Pitx1. Elle est plus tardive que celle de Pitx1 et les embryons Pitx1-/- ont
une expression atténuée de Tbx4 lors du développement des bourgeons (Chapman et

al., 1996; Lanctot et al., 1997; Szeto et al., 1999).

L’inactivation génétique de Tbx4 chez la souris est létale a €10,5 en raison de
défauts de la fusion chorioallantoidienne, contrecarrant 1’étude de la formation des
membres postérieurs chez ces mutants (Naiche and Papaioannou, 2003). Les
bourgeons des membres postéricurs des embryons Thx4-/- a ¢10,5 ont une taille
normale, suggérant que Thx4 n’est pas impliqué dans ’initiation de la croissance du
bourgeon de membre postérieur. De ce fait, I’expression de Fgf8 au niveau de I’AER
est intacte chez ces mutants, contrairement aux embryons Thx5-/-. L’expression de
Fgf10 est aussi normalement initiée chez Thx4-/-, mais sa maintenance est défaillante
(Naiche and Papaioannou, 2003). L’étude du développement des poumons a montré
que I’expression ectopique de Tbx4 était capable d’induire I’expression de Fgfl0
(Sakiyama et al., 2003). De plus, la sur-expression de Thx4 au niveau du flanc est
suffisante pour la croissance d’un membre ectopique, suggérant I’activation de Fgf10
(Takeuchi et al., 2003). Une régulation positive de Fgf10 par Thx4 pourrait expliquer
le fait que les bourgeons de membres postérieurs des embryons Thx4-/- montrent un

déficit de croissance en culture (Naiche and Papaioannou, 2003).

L’étude du role de Thx4 dans la croissance du bourgeon de membre postérieur
s’est poursuivie a I’aide de I’inactivation conditionnelle de Thx4 par les transgeénes

Rosa-ERcre’ et Prx1-Cre (Logan et al., 2002; Naiche and Papaioannou, 2007). Le
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transgene Rosa-ERcre™ dirige D’expression de la Cre ubiquitairement suite a
I’administration de tamoxiféne (de Luca et al., 2005). Le transgéne Prx1-Cre dirige
quant a lui I’expression de la Cre exclusivement dans le mésenchyme des bourgeons
de membres (Logan et al., 2002). L’étude des phénotypes résultants de 1’inactivation
de Thx4 a différents temps développementaux a montré le role primordial de Thx4
dans une courte fenétre de temps, soit de ’initiation de la croissance jusqu’a ell,5,
pour 1’établissement d’une boucle de régulation entre Fgfl0 du mésenchyme et les
Fgfs de ’AER. L’inactivation de Thx4 avant I’initiation de son expression dans le
territoire présomptif des membres postéricurs est indiscernable de Tbx4-/-, mais
permet d’étudier les embryons plus tard au cours du développement. A partir de
¢10,0, Fgfl10 est faiblement exprimé dans le mésenchyme, tandis qu’on observe une
expression sporadique de Fgf8 dans I’AER. A partir de e10,5, les bourgeons perdent
’expression de Fgfl0. A ell,5, ils perdent aussi I’expression de Fgf8, Shh, dHand et
Alx4. Ainsi, la croissance du bourgeon est interrompue. L’expression précoce de
Tbx4 est par conséquent essentielle a la croissance du bourgeon et donc a la formation

des membres postérieurs.

Lorsque Thx4 est inactivé aprés la formation du bourgeon, ¢’est-a-dire entre
el0,5 et el2,5, on observe la formation d’un pubis et d’un péroné hypoplasiques, la
fusion des doigts antérieurs et la perte compléte du fémur, qui ne s’articule plus a la
hanche. La présence des doigts de 1’autopode argumente en défaveur d’un role de
Tbx4 dans la croissance du bourgeon aprés e10,5. L’utilisation du transgéne Prx1-
Cre meéne a une forte atténuation, et non a une complete ablation, de 1’expression de

Tbx4 dans le mésenchyme du bourgeon de membre postérieur. Toutefois, les



50

embryons Prx1-Cre; Tbx4"™% phénocopie les embryons ou I’expression de Thx4 a
été abrogée a e10,5. L’¢tude du développement des bourgeons postérieurs de ces
derniers a montré une réduction en taille selon I’axe A/P, ou les marqueurs de
mésenchyme postérieur (Ptc, dHand) occupent une plus grande proportion du
bourgeon en raison de I’expansion du domaine de signalisation par Shh. Aussi,
I’expression de Fgf8 lorsque Thx4 est inactivé a 10,5 est tronquée dans le domaine
antérieur de I’AER. Toutefois, tous les marqueurs de la signalisation par les Fgfs
entre I’AER et le mésenchyme sous-jacents (Fgfl0, Fgfrl, Spry) demeurent intacts,

confirmant que Tbx4 n’est pas essentiel, aprés €10,5, a la croissance du bourgeon.

De ces résultats, les auteurs concluent a un réle coopératif de Thx4 et un autre
facteur de transcription dans 1’expression de Fgfl0 (Naiche and Papaioannou, 2007).
Tbx4 serait essentiel a un niveau d’expression adéquat de Fgfl0 lors de I’initiation de
la croissance du bourgeon. Toutefois, lorsque la boucle d’autorégulation des Fgfs est
établie, Thx4 et le facteur hypothétique auraient des rdles additifs de telle sorte que
I’ablation de Thx4 aprés 1’établissement de cette boucle ne produit qu’un phénotype

hypomorphe de la signalisation par les Fgfs.

1.3.2.2 Roles de Thx4 et Thx5 dans I’identité des membres

13221 Tbx5 et I’identité des membres antérieurs

Un réle de Thx5 a aussi été suggéré dans la détermination de 1’identité des

membres antérieurs. La surexpression de Tbx5 dans le bourgeon de membre
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postérieur cause 1’acquisition par les membres postérieurs de caractéres antérieurs
(Rodriguez-Esteban et al., 1999; Takeuchi et al., 1999). Toutefois, les expériences de
perte de fonction chez la souris ne permettent pas de confirmer ce role puisqu’aucun
membre n’est formé en absence de Thx5. De plus, la surexpression de Thx4 dans les
membres antérieurs ou 1’expression de Thx5 a été supprimée suffit pour rétablir la
formation de membres dont I’identité est antérieure (Minguillon et al., 2005). Ceci
argumente en faveur d’un rdle équivalent des facteurs Thx4/5 dans la croissance des

bourgeons de membre.

1.3.2.2.2 Thx4 et I’identité des membres postérieurs

De la méme fagon que Pitx1, I’expression ectopique de Tbx4 dans le bourgeon
de membre antérieur de poulet méne au développement de membres possédant des
caractéres propres aux membres postérieurs (Gibson-Brown et al., 1996; Gibson-
Brown et al., 1998; Ohuchi et al., 1998; Rodriguez-Esteban et al., 1999; Takeuchi et
al., 1999; Niswander, 1999). Ainsi, Thx4 a été impliqué dans la détermination de
I’identité des membres postérieurs. Par contre, le remplacement de I’expression de
Tbx5 par Thx4 dans les bourgeons de membres antérieurs chez la souris ne cause pas
de transformation de I’identité¢ et ceux-ci se développent en membres antérieurs,
signifiant que Tbx4 n’est pas suffisant pour transformer 1’identit¢é des membres
antérieurs chez la souris (Minguillon et al., 2005). De plus, I’inactivation de Thx4 a
e10,5 avec le transgéne Rosa-ERcre' ou avec Prx1-Cre ne transforme pas 1’identité
des membres postérieurs, autant par I’étude de leur morphologie que par 1’expression

de marqueurs moléculaire (Pitx1, Hoxc9 et Thx4 lui-méme, alors que I’expression de
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Tbx5 est toujours exclue). Somme toute, un role de Tbx4 dans 1’identité des membres

postérieurs est contestable.

1.4 La famille des genes Irogquois

Les génes de la famille Iroquois ont d’abord été identifiés chez la drosophile
lors d’un crible réalis¢ dans le but d’identifier de nouveaux genes participant au
patterning des organes sensoriels externes (Leyns et al., 1996; Dambly-Chaudiere
and Leyns, 1992). La drosophile posséde trois genes de la famille des Iroquois,
codant pour des facteurs de transcription a homéodomaine. Le complexe Iroquois
(Iro-C), compris dans une région de 130 kb (Netter et al., 1998) contient ainsi les
geénes araucan (ara), caupolican (caup) et mirror (mirr) (Gomez-Skarmeta et al., 1996;
McNeill et al., 1997). Ara et caup sont tous deux exprimés dans les disques
imaginaux et sont nécessaires a 1’expression des geénes proneuraux du complexe
achaete-scute (ac-sc), qui déterminent la position des organes sensoriels, et de
rhomboid, qui organisent les veines des ailes (Gomez-Skarmeta et al., 1996). Mirr a
été décrit comme participant au patterning dorso-ventral de 1’ceil en positionnant
I’équateur (McNeill et al., 1997) ainsi que, en coopération avec ara et caup, au pré-
patterning des cellules sensorielles (Kehl et al., 1998). Un site consensus de liaison
des facteurs Iro de la drosophile (ACAnnTGT) a été identifi¢ et transfert les activités

de répresseurs transcriptionnels de ces facteurs in vivo (Bilioni et al., 2005).

Chez les vertébrés, plusieurs homologues des génes du complexe Iro-C de la

drosophile ont été décrits, chez des organismes aussi vari¢s que le poisson-zébre, le
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xénope, le poulet, la souris et I’humain (Bosse et al., 1997; Bellefroid et al., 1998;
Gomez-Skarmeta et al., 1998; Bao et al., 1999; Funayama et al., 1999; Goriely et al.,

1999; Lewis et al., 1999; Tan et al., 1999; Bruneau et al., 2000).

Chez les mammiféres, on retrouve six génes de la famille des Iroquois,
organisés en deux clusters ou groupes: IrxA (Irxl, Irx2 et Irx4) situé sur le
chromosome 13 de la souris et 5 de I’humain et IrxB (Irx3, Irx5 et Irx6) sur le
chromosome 8 de la souris et 16 de I’humain (voir figure 1.5 A, p. 54) (Peters et al.,
2000). Pour ce qui est de leur séquence protéique, les geénes de la famille des
Iroquois partagent un homéodomaine trés conservé de la super-classe TALE (three
amino acid loop extension) caractérisé par un résidu alanine en position 50 qui définit
la spécificité de liaison a I’ADN (Treisman et al., 1989) ainsi qu’une boite Iro de 13
acides aminés dans leur région C-terminale, possiblement impliquée dans des
interactions protéines-protéines (voir figure 1.5 B, p. 54) (Burglin, 1997). En raison
d’une forte conservation inter-espéces de I’homéodomaine des protéines Irx, le site
consensus identifi¢ chez la drosophile (ACAnnTGT) est capable de lier le facteur
Irx4 de la souris, argumentant en faveur d’un site consensus universel (Bilioni et al.,
2005). L’étude phylogénétique des Irx (Peters et al., 2000) montre que les six génes
des vertébrés forment des groupes distincts, représentant des orthologues qui ont
dérivé d’un seul géne ancestral. Comme les trois geénes Iro-C de la drosophile
forment une classe distincte par rapport aux Irx des vertébrés, il s’avére que la
duplication des geénes s’est produite indépendamment chez les vertébrés et les
invertébrés. Enfin, en plus de définir six classes de geénes orthologues, les Irx

peuvent étre ordonnés en trois classes de geénes paralogues (Irx1 ~ Irx3, 1rx2 ~ Irx5 et



A Chromosome
1450 860 5 (human)
IrxA — { e
Irx1 ND Irx2 ND Irx4 13 (mouse)
640 390 16 (human
IrxB =" 77 — ( )
Irx3 550 Irx5 350 [rxé 8 (mouse)

B Iro protein:

Figure 1.5. Organisation génomique des genes Iroquois et schématisation de la protéine Iro.
(A) Schématisation de I’organisation génomique des deux clusters /rx des mammiferes, localisés
sur les chromosomes 13 et 8 chez la souris, et 5 et 16 chez I’humain. La distance entre les
séquences géniques est donnée en kb. ND, non-déterminé. (Figure tirée de Houweling et al.,
2001). (B) Schématisation de la protéine Iro. Toutes les protéines Iro contiennent deux motifs
trés conservés : I’homéodomaine de la super-classe TALE (HD) et la boite Iro (ib). (Figure tirée
de Cavodeassi et al., 2001).
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Irxd ~ 1Irx6) générés a partir d’un événement de duplication. L’organisation
génomique en clusters démontre une pression sélective envers les régions
intergéniques, contenant des ¢léments de régulation transcriptionnelle partagés entre

les génes d’un méme cluster (Peters et al., 2000).

Chez les vertébrés, les patrons d’expression de Irx1/2 ainsi que Irx3/5 sont
hautement semblables, présents dans le cceur, le cerveau, le tube neural, le
mésenchyme de la téte et du corps, le cartilage des cotes et les membres, alors que
ceux de Irx4/6 divergent légérement (Houweling et al., 2001; Bosse et al., 1997,
Bosse et al., 2000; Bruneau et al., 2000; Christoffels et al., 2000; Cohen et al., 2000;

Mummenhoff et al., 2001).

1.4.1 Cluster IrxA

L’expression de Irx1 débute dés €7,5 dans le mésoderme pré-chordal alors que
I’expression de Irx2 débute a 8,5 dans le rhombencéphale et celle de Irx4 dés e7
dans le chorion, €7,5 dans le croissant cardiaque et a partir de e8,5 dans le
rhombencéphale. Lors du développement du systéme nerveux, Irx1/2 présentent des
patrons trés semblables au niveau du mésencéphale, du cervelet, de la moelle épinicre
et du thalamus. A €9,5, Irx1/2 sont présents dans les vésicules optiques, formant un
patron complémentaire a Irx3/5. Irx2/4 sont présents dans tout 1’épiderme de
I’embryon alors qu’lrx1 est faiblement présent dans I’épiderme du corps. Irx1/2 sont
exprimés dans le primordium des dents et plus fortement dans le mésoderme adjacent

a I’endoderme du sillon laryngo-tracheal. 1rx1/2 présentent des patrons identiques au
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niveau du cceur en développement, restreints au segment ventriculaire qui inclut le
septum, alors qu’Irx4 est exprimé dans le myocarde. A partir de 10,5, Irx1/2 sont
présents dans les somites, confinés a la région qui donnera naissance aux cotes. Au
niveau des membres en développement, Irx1/2 sont détectés des ¢10,5, dans la région
proximo-antérieure du bourgeon (voir figure 1.6 A, p. 57). A ell,5, leur expression
est restreinte aux régions pré-cartilagineuses des doigts en formation et a el3,5, elle
est confinée a trois bandes, qui correspondent aux jointures en formation, par
comparaison avec I’expression de Gdf5. Irx4 n’est jamais exprimé dans le membre

en développement.

1.4.2 Cluster IxrB

L’expression de Irx3 débute trés tot, deés e6,5 dans la partie extra-
embryonnaire du cylindre de I’ceuf, structures dérivant du trophectoderme, et, dans
I’embryon, dés e7,5 dans I’ectoderme de la plaque neurale. A ¢8.,0, Irx3/5 sont
exprimés dans 1’épithélium neural de la téte et dans le mésoderme de la lame latérale.
L’expression de Irx6 débute a e10,5 dans I’endocarde. Au niveau du systeme
nerveux, Irx3/5 sont retrouvés dans la région dorso-latérale du mésencéphale et dans
la région ventro-latérale du métencéphale. Au niveau de la moelle épinicre, tous les
geénes du cluster B sont exprimés dans la zone ventriculaire et dans les neurones
moteurs. 1rx3/5 sont de plus exprimés dans les régions latérales du tube neural et
dans la notochorde. 1rx3/5/6 sont présents dans le primordium de la glande
mammaire, alors que les génes du cluster A y sont absents. De plus, Irx3/5 sont

présents dans 1’endoderme de I’intestin antérieur alors que Irx1/2 y sont présent dans
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Figure 1.6. Patron d’expression des genes Irx lors du développement des membres
par hybridation in situ sur embryons entier (A-B) et sur coupes transversales (C-D) aux
ages indiqués. (A) Patron d’expression de /rx/, semblable a celui d’/rx2. (B) Patron
d’expression de Irx5, représentatif de celui de /rx3, et, a partir de e12,5, de celui de Irx6.
(C) Hybridation in situ sur coupes transversales suggérant une co-expression de /rx3 et
Irx5 dans la région proximale du bourgeon de membre en développement. (Figure tirée
de Houweling et al., 2001).
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le mésoderme. Au contraire, Irx4/6 sont absents de cette région. Tout comme Irx1/2,
Irx3/5 sont fortement exprimés dans la couche épithéliale des poumons et des
bronches. Au niveau du cceur, Irx3 est exprimé dans les trabéculations des
ventricules et 1rx5/6 sont exprimés dans la couche endocardique des chambres atriale
et ventriculaire (Mummenhoff et al., 2001). 1rx3/5 sont aussi présents dans les
gonades ainsi que dans des patrons similaires au niveau des précondensations de la
capsule otique et de I’endoderme de l’estomac. Lors du développement des
membres, les génes du cluster B présentent des patrons similaires, bien que Irx6 soit
moins fortement exprimé. Ils sont présents deés 1’apparition des bourgeons, dans la
région proximale, plus fortement du c6té dorsal et antérieur (voir figure 1.6 B, C, p.
57). A el3.5, leur expression est confinée au mésenchyme de la région interdigitale

(voir figure 1.6 B, p. 57).

L’étude spatio-temporelle des patrons d’expression des Irx démontre une
similitude entre génes d’un méme cluster. A partir de 9,5, Irx1/2 et Irx3/5 possédent
des patrons d’expression semblables dans la majorité des organes. En plus de la
conservation des régions intergéniques des clusters, I’étude des patrons d’expression
suggere la présence d’éléments de régulation transcriptionnelle dans les régions

intergéniques influengant la transcription des génes d’un méme cluster.

1.4.3 Irx3 et Irx5 dans le développement des membres

Récemment, I’inactivation du geéne Irx3 par insertion du géne LacZ, ainsi que

celle du géne Irx5 par insertion du géne codant pour la GFP, ont été produites (C. C.
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Hui, comm. pers.). L’analyse des mutants générés, ainsi que celle des doubles
mutants, a démontré un réle redondant entre Irx3 et Irx5 quant au développement de
I’omoplate, de la hanche ainsi que des membres postérieurs (voir figure 1.7, p. 60).
Bien que les simples mutants Irx3-/- et Irx5-/- ne présentent aucun phénotype, le
développement de I’omoplate et de la hanche est compromis lorsque trois alléles sur
quatre des geénes Irx3 et Irx5 sont mutés. Le phénotype est encore plus prononcé lors
de I’absence des deux alléles de Irx5 (voir figure 1.7 B, p. 60). Pour ce qui est du
développement des membres, les membres antérieurs des doubles mutants 1rx3-/-
;Irx5-/- sont peu affectés, montrant une faible hypoplasie de la région proximale de
I’humérus. Leurs membres postérieurs sont en revanche sérieusement affectés (voir
figure 1.7 B, p. 60). Les membres postérieurs de Irx3+/-;1rx5-/- sont hypoplasiques
et ceux de Irx3-/-;1rx5-/- présentent une perte des éléments squelettiques antérieurs :
un fémur trés amincit, une absence de tibia et du doigt “1. De plus, la moitié des
embryons 1rx3-/-;Irx5-/- montrent aussi une absence du doigt “2. Les régions du
membre qui sont affectées correspondent donc au profil d’expression des geénes
Iroquois dans le bourgeon, c’est-a-dire au niveau proximal, confiné a la partie
antérieure. L’analyse de I’expression de marqueurs moléculaires présents lors du
développement des membres a montré la perte de I’expression de Pax1l et de Pax9
exclusivement au niveau des bourgeons de membres postérieurs (voir figure 1.8,
p. 61) (C. C. Hui, comm. pers.). Leur expression demeure inchangée au niveau des
bourgeons de membres antérieurs, bien que celle de Paxl soit légérement atténuée.
En somme, les embryons doubles mutants pour Irx3 et Irx5 (voir figure 1.7, p. 60)
présentent un phénotype semblable aux embryons doubles mutants pour Pitx1 et

Pitx2 (voir figure 1.4, p. 44), c’est-a-dire un phénotype de croissance des bourgeons
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A WT Irx3-/- Irx5-/- Irx3-/-;Irx5+/-  Irx3+/-;Irx5-/-

*q =g
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Irx3-/-;Irx5+/- Irx3+/-;Irx5-/- Irx3-/-;Irx5-/-

Figure 1.7. Implication de Irx3 et Irx5 dans le développement de I’omoplate, de 1a hanche et des
membres postérieurs. (A) Coloration au rouge Alizarin et au bleu alcian de squelettes a e18,5 mon-
trant que /rx3 et Irx5 jouent des roles redondants lors du développement de I’omoplate et de la hanche.
Alors qu’on observe la formation d’une omoplate et d’une hanche normales chez les mutants /rx3-/-
et Irx5-/~-, ’omoplate est faiblement affectée chez Irx3+/-;Irx5-/- et séverement hypoplasique chez
Irx3-/-;Irx5+/-. (B) Coloration au blue alcian de squelettes cartilagineux a el14,5 montrant de seveéres
défauts de formation de ’omoplate et de la hanche chez Irx3-/-;Irx5-/-. Alors que les membres anté-
rieurs de Irx3-/~;Irx5-/- ne sont pas affectés, les membres postérieurs présentent de séveres défauts,
incluant I’amincissement du fémur, I’absence de tibia et du doigt #1. 50 % des embryons montrent aussi
I’absence du doigt #2. (Avec permission de C. C. Hui, Université de Toronto, résultats non-publiés).
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Figure 1.8. Perte d’expression de Pax! et de Pax9 au niveau des bourgeons de
membres postérieurs des embryons Irx3-/-;Irx5-/-. Hybridation in situ sur embry-
ons entiers montrant I’expression de Pax/ au niveau des bourgeons de membres anté-
rieurs (A, B) et postérieurs (C, D) chez ’embryon sauvage (A, C) et Irx3-/~;Irx5-/-
(B, D) ainsi que I’expression de Pax9 chez I’embryon sauvage (E) et Irx3-/-;Irx5-/-
aell,5. FL: forelimb ou membre antérieur. HL : hindlimb ou membre postérieur.
(Avec permission de C. C. Hui, Université de Toronto, résultats non-publiés)
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de membres postérieurs allant jusqu’a la perte des ¢léments squelettiques proximaux

et antérieurs des membres postérieurs, soit le fémur, le tibia et le doigt *1.

1.5 Paxl et Pax9 dans le développement des membres

Les geénes de la famille Pax contiennent tous un motif conservé appelé la boite
paired. Paxl est exprimé dans les somites et dans le squelette axial en formation ou
il joue un role important dans le développement de la colonne vertébrale (Deutsch et
al., 1988; Wallin et al., 1994). Ce role a été démontré par 1’analyse de la souris
undulated (un) qui comprend une mutation ponctuelle dans la séquence codante pour
la boite paired menant a la substitution d’un acide aminé dans le domaine de liaison a
I’ADN de Paxl1 (Balling et al., 1988; Treisman et al., 1991). Cette mutation affecte
ainsi I’affinité et la spécificité de la liaison a I’ADN (Chalepakis et al., 1991). Cette
souris présente de séveéres malformations des vertébres et des disques intervertébraux
de la colonne. Paxl est aussi exprimé dans le bourgeon de membre en
développement dans la région antéro-proximale, plus intensément du co6té dorsal a
partir de e10 dans le bourgeon antérieur et e11 dans le bourgeon postérieur (Timmons
et al., 1994). L’analyse du phénotype d’une variété¢ de souris porteuses d’une
combinaison entre trois alléeles mutants undulated a démontré 1’'importance de Pax1
lors de la formation d’une structure particuliére de la jonction articulaire de I’épaule,
I’acromion (Timmons et al., 1994). En effet, les souris mutantes pour Pax1l montrent
un défaut de chondrification de I’acromion, parfois remplacé par un restant de

ligament rejoignant I’omoplate a ’humérus. Toutefois, les souris mutantes pour
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Pax1 ne présentent aucun défaut ni du développement des membres postérieurs, ni de

la formation de la ceinture pelvienne (Timmons et al., 1994).

Pax9, un autre membre de la famille des facteurs de transcription a boite
paired, est d’abord exprimé a €8,5 dans 1’épithélium de I’intestin antérieur (Neubuser
et al., 1995). Deés ¢9,5, Pax9 est exprimé dans le sclérotome, dans la poche
pharyngiale et dans I’intestin postérieur et le mésenchyme sous-jacent. A e10,5, Pax9
est exprimé dans le mésenchyme facial et dans le thymus. (Neubuser et al., 1995). A
ell,5, ’expression de Pax9 est forte dans le coin antéro-proximal du bourgeon de
membre lorsqu’il acquiert le stade du bourgeon de forme palmé, se prolongeant du
coté dorsal vers le coté ventral. Toutefois, du coté ventral, I’expression de Pax9 se
prolonge un peu plus postérieurement et proximalement. L’expression de Paxl
débute donc un jour plus tot que celle de Pax9. Au cours de la 12° journée de
développement, 1’expression de Pax9 commence a s’étendre vers le c6té postérieur et
a se restreindre du c6té ventral. Jusqu’a el4,5, I’expression de Pax9 est restreinte au
mésenchyme entre le tibia et le fémur, c’est-a-dire la région correspondant a la future
articulation du genou. En comparaison, I’expression distale de Pax1 dans le membre
en développement est beaucoup plus faible, restreinte a I’extrémité distale du fémur et

a la région entre le tibia et le péroné.

Peters et al. ont généré un allele nul de Pax9 par I’introduction de la séquence
codante pour le géne LacZ (Peters et al., 1998). Les embryons homozygotes pour
Pax9"%“ développent une duplication du doigt 1 au niveau des membres antérieurs et

postérieurs. De plus, au niveau des membres postérieurs, le centre d’ossification de
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la premiére phalange est grandement réduit et les métatarses antérieurs sont
anormalement élargis et fusionnés. Ce phénotype est moins prononcé au niveau des
membres antérieurs puisque le doigt “1 surnuméraire ne se sépare pas du pouce. Les
premiers signes de malformations des membres peuvent étre observés dés e13,5 par
un épaississement de la région antéro-proximale du bourgeon. L’analyse des mutants
a permis de démontrer que Pax9 régule le patterning du mésenchyme antérieur et que
ce processus est nécessaire a la restriction du patron d’expression de Pax9. Lors de
I’absence de Pax9, il y a formation de mésenchyme supplémentaire dans la région
antérieure qui sera par la suite transformé en un doigt surnuméraire et en cartilage
ectopique au centre de la main ou du pied. Au niveau du tibia, I’expression de LacZ
sous contrdle des régions régulatrices de Pax9 s’avére étre prolongée au niveau
proximal et ventral chez les mutants. Chez les embryons controles, Pax9 est exprimé
dans des tissus non-cartilagineux incluant deux tendons appartenant a un groupe de
trois muscles situés du c6té ventral du tibia. L’analyse des mutants a montré que
I’ablation de Pax9 cause la perte d’un de ces tendons et du muscle qui lui est associé

(Peters et al., 1998).

Les souris mutantes pour Pax1l (Pax1-/-) et les souris mutantes pour Pax9

LacZ /LacZ Lk - s Ly .
(Pax9 ) ont été croisées ensemble afin de générer les souris doubles mutantes.
L’analyse de celles-ci a montré la synergie existante entre ces deux génes quant au
développement de la colonne vertébrale, au maintien de 1’expression de geénes
spécifiques aux chondrocytes dans le sclérotome et le controle de la prolifération

cellulaire (Peters et al., 1999). Malheureusement, de possibles défauts de



65

développement au niveau des membres, aggravés par 1’absence de ces deux genes,

n’ont pas €té rapportes.

1.5.1 Reégulation de I’expression de Paxl et Pax9 dans le bourgeon de

membre

Des travaux ont montré que la signalisation par la voie des BMPs est capable
de réguler négativement I’expression de Paxl et de Pax9 dans le bourgeon de
membre en développement (Hofmann et al., 1998; McGlinn et al., 2005). Il s’avére
que Bmp2, Bmp4 et Bmp7, en plus d’étre exprimés dans I’AER et 1’ectoderme
ventral, sont exprimés au niveau du mésenchyme postérieur. De plus, Bmp4 et Bmp7
sont retrouvés dans la région antérieure du mésenchyme, dans la région tout juste
adjacente au domaine d’expression de Pax1 (Francis et al., 1994; Francis-West et al.,
1995; Hofmann et al., 1998). Comme les patrons ont été observés au niveau du
transcrit par hybridation in situ et non au niveau de la protéine, il est possible que la
signalisation via les BMPs puisse restreindre 1’expression de Paxl au domaine
proximal du bourgeon. L’application de billes trempées dans BMP2 et/ou BMP4
dans la région proximale du bourgeon de membre antérieur avant I’induction de Pax1
conduit a la perte d’expression de ce dernier et méne a la perte de I’acromion
(nécessaire a I’articulation entre I’omoplate et I’humérus) en plus d’une hypoplasie de
I’humérus (Hofmann et al., 1998). Ceci rappelle le phénotype de la souris Pax1-/-
(Dietrich and Gruss, 1995; Timmons et al., 1994). 1l est intéressant de noter que le
phénotype résultant de I’application de ces billes comprenne aussi la perte du radius

et du doigt 1, phénotype qui ne peut s’expliquer que par la perte de I’expression de
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Paxl. Premic¢rement, I’expression de Pax1 est restreinte a un domaine beaucoup plus
proximal du bourgeon et des études de tragage cellulaire chez le poulet ont montré
que les cellules de cette position sont destinées a former 1’articulation de I’omoplate
et I’humérus (Bowen et al., 1989; Vargesson et al., 1997; Saunders, 1948).
Deuxiémement, 1’ablation de Paxl ne cause aucun phénotype au-dela de la région
proximale de I’humérus (Timmons et al., 1994). Hofman et al. concluent donc que
les BMPs ont vraisemblablement d’autres effets et que la régulation d’autres génes
doit étre affectée lors de I’application des billes de BMPs (Hofmann et al., 1998). Par
homologie, on peut penser que 1’application de billes de BMPs puisse avoir des effets

négatifs sur la régulation de I’expression de Pax9.

Et, effectivement, des travaux d’un autre groupe ont montré que 1’application
de billes trempées dans Shh ou Bmp2 au niveau du mésoderme antérieur du bourgeon
chez le poulet a pour conséquence une perte d’expression de Pax9 (McGlinn et al.,
2005). De plus, il a été reporté que Fgf8 induit I’expression de Pax9 dans le
mésenchyme de la mandibule et que cette induction est inhibée par les BMPs
(Neubuser et al., 1997). L’expression de Pax9 dans tout le mésoderme du bourgeon
selon 1’axe A/P chez les embryons Shh-/- supporte 1’hypothése d’un role négatif de la
signalisation par Shh dans la régulation de I’expression de Pax9 (McGlinn et al.,
2005). Tout ceci en considération, I’hypothése d’une régulation négative de Pax9 par
les BMPs dans le mésenchyme antérieur du bourgeon en croissance est par

conséquent tout a fait envisageable.
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1.6 Hypothéses de travail

Les facteurs de transcription a homéodomaine Pitx1 et Pitx2 sont nécessaires
au développement des membres postérieurs. L’inactivation de Pitx1l, exprimé
exclusivement dans les membres postérieurs, est suffisante pour causer la
transformation partielle des membres postérieurs en membres antérieurs (voir figure
1.3, p. 40) (Lanctot et al., 1999; Szeto et al., 1999). Si on ajoute a cela la mutation de
Pitx2, le phénotype observé est un défaut de croissance des bourgeons de pénétrance
variable, qui méne a une perte des éléments squelettiques proximaux et antérieurs des
membres postérieurs, soit 1’ilion, le fémur, le tibia et les doigts “1 et "2 (voir figure

1.4, p. 44) (Marcil et al., 2003).

Les travaux récents de notre collaborateur, le Dr C. C. Hui de 1’Université de
Toronto, ont montré 1’implication des facteurs de transcription de la famille des
Iroquois (Irx) lors de la croissance et la formation des membres. Au niveau des
membres postérieurs, 1’inactivation de Irx3 et Irx5 cause une perte de croissance des
bourgeons selon 1’axe A/P ainsi qu’une perte des éléments squelettiques proximaux et
antérieurs (voir figure 1.7, p. 60), rappelant le phénotype observé chez les souris
mutantes pour Pitxl et Pitx2. Cette phénocopie particlle entre ces deux doubles
mutants ainsi que la superposition des patrons d’expression de Pitx1, Irx3 et Irx5 dans
la région antéro-proximale du bourgeon dés son émergence de la lame latérale nous

amenent a poser trois hypothéses principales de travail :
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(1) les Pitx sont responsables de 1’expression de Irx dans les bourgeons de
membres postérieurs ;

(2) a l’inverse, les Irx dirigent I’expression des Pitx dans les bourgeons
postérieurs ;

(3) les Pitx et les Irx participent ensemble au programme génétique de

croissance des bourgeons postérieurs.

Ainsi, dans le but de vérifier si les facteurs de transcription Pitx contribuent a
I’expression des geénes Irx, nous allons déterminer si 1’expression des Irx est affectée
par I’inactivation génétique des Pitx, tel que produit expérimentalement chez les
souris souris Pitx1-/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo. En paralléle, le patron d’expression
de Pitx1 sera observé par notre collaborateur chez les souris mutantes 1rx3-/-;1rx5-/-
(C. C. Hui, comm. pers.). Ensuite, afin de vérifier la troisiéme hypothése, nous
investigerons 1’interaction transcriptionnelle entre les facteurs Pitx et Irx sur un
promoteur générique ainsi que sur des régions conservées du locus de Thx4, un géne
cible de Pitxl dans le bourgeon de membre postérieur. Enfin, comme il a été
démontré que I’inactivation de Irx3 et Irx5 entraine une absence d’expression de
Pax9 exclusivement dans le bourgeon de membre postérieur, nous vérifierons

I’expression de Pax9 chez les mutants pour Pitx1 et Pitx2.



Chapitre 2

MATERIELS ET METHODES
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Chapitre 2. Materiel et Méthodes

2.1 Souris

Les embryons Pitx1-/- ont été obtenus par croisement entre les souris Pitx1+/-.
Le phénotype des embryons Pitx1-/- a déja été décrit (Lanctot et al., 1999). Les
embryons Pitx1-/-;Pitx2néo/néo ont été obtenu par croisement entre Pitx1+/-
;Pitx2+/néo, eux-mémes obtenus a partir de croisements entre des hétérozygotes pour
chacun de ces génes. Le phénotype des embryons Pitx2néo/néo, Pitx2-/-, Pitx1-/-
;Pitx2néo/néo, Pitx1-/-;Pitx2+/- ainsi que du seul embryon Pitx1-/-;Pitx2-/- a avoir
été jamais généré ont été décrits (Marcil et al., 2003; Gage et al., 1999). Toutes les
souris utilisées dans cette étude provenaient d’un fond génétique mixte. Le
génotypage a ét¢ fait par PCR comme décrit précédemment (Gage et al., 1999;
Lanctot et al.,, 1999) sur ’ADN génomique isolé¢ des queues dans le cas des
nouveaux-nés et du cordon ombilical ou des membranes amniotiques dans le cas des
embryons. Des réactions de PCR séparées ont été faites pour le génotypage de Pitx1
et de Pitx2. L’age approximatif des embryons a été évalué par la date d’apparition du

bouchon vaginale chez la femelle, midi étant considéré comme ~¢0,5.

2.2 Hybridation in situ sur embryons entiers

Les hybridations in situ sur embryons entiers ont été faites comme suit.

Briévement, les embryons sont fixés dans 4% PFA/PBS a 4°C, déshydratés au

méthanol et blanchis au péroxyde/méthanol, réhydratés dans 0,1%Triton/PBS. Aprées
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un traitement a la protéinase K (10ug/uL, de 8 a 11 minutes selon la grosseur des
embryons) et un lavage a la glycine (2mg/mL) a 4°C, les embryons sont de nouveau
fixés avec 4% PFA/PBS pendant 20 minutes a température ambiante avant d’étre
lavés plusieurs fois avec 0,1% Triton/PBS. Ensuite les embryons sont pré-hybridés
pendant 2 heures a 68°C avec la solution d’hybridation (50 % formamide, 0,75 M
NacCl, 0,085 M NaCitrate, pH = 4,5, 1 % SDS, 0,1 % Triton) et hybridés toute la nuit
a 63°C avec agitation avec la solution d’hybridation contenant la sonde pré-dénaturée
a 80°C pendant 10 minutes. Les sondes ont été générées par transcription in vitro en
incluant un nucléotide marqué, le Dig-UTP et purifiées a 1’aide des colonnes
ProbeQuant G-50 (GE Healthcare). Les matrices utilisées pour produire les sondes
ont été fournies par C. C. Hui (Irx3, Irx5 et Pax9) ; Pitx1 et Pitx2 ont été produites
comme précédemment (Marcil et al,, 2003). Les embryons sont ensuite lavés
plusieurs fois avec différentes solutions de lavage (L2 : 50 % formamide, 0,75 M
NacCl, 0,085 M NacCitrate, pH = 4,5, 0,1 % Triton et L3 : 0,75 M NaCl, 0,085 M
NaCitrate, pH = 4,5, 0,1 % Triton), puis incubés toute la nuit a 4°C avec un anticorps
contre le Dig et couplé a la phosphatase alcaline (Roche). Ils sont ensuite lavés avec

0,1% Triton/PBS et colorés avec le substrat BM Purple (Roche).

2.3 Culture cellulaire et transfections

Les cellules COS sont des cellules transformées avec SV40LT a partir des
CV-1 qui sont des cellules de rein du singe vert d’Afrique. Elles sont cultivées dans
du « Dulbecco’s modified Eagle medium » (DMEM) enrichie avec 10% de sérum de

veau feetal (FBS) et 1% de pénicilline/streptomycine, a 37°C dans un environnement
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contenant 5 % de CO,. Les transfections ont ¢été réalisées par la méthode de
précipitation au phosphate de calcium. Les cellules sont d’abord ensemencées a
environ 100 000 cellules par puits, sur des plaques contenant 12 puits, un jour avant
la transfection. Les ADNs sont préparés de sorte que les mélanges pour chaque puits
contiennent environ 1,5 ug de plasmide rapporteur, de 0 a 500 ng de vecteur
d’expression complété avec du vecteur d’expression vide pour toujours avoir un total
constant a 500 ng de vecteur d’expression, le tout complété a 3 ug par puits d’ADN
entraineur (psp64) dans un volume final de 25 pL. Dans le cas des expériences avec
Gal4dDBD, ou Gal4DBD CtermPitx1, deux courbes réponses avec des doses
croissantes de vecteur d’expression de Gal4DBD et Gal4dDBD CtermPitx1 ont été
faites de 0 ng a 500 ng par duplicata. Ensuite, nous avons utilis¢ 250 ng de vecteur
d’expression pour Gal4DBD ou Gal4dDBD_CtermPitx1 par puits pour y ajouter des
doses croissantes de vecteur d’expression pour Irx3 ou Irx5, allant de 0 ng a 500 ng
par puits. Dans le cas des expériences avec les genes rapporteurs candidats, nous
avons effectuer des courbes standards en utilisant de 0 ng a 250 ng de vecteur
d’expression de Pitx1 par puits. Nous avons par la suite utilisé 25 ng de vecteur
d’expression de Pitx1 par duplicata avant d’y ajouter de 0 ng a 250 ng de vecteur
d’expression pour Irx3 ou Irx5. Le milieu des cellules est renouvelé quatre heures
avant la transfection. Les précipités d’ADN sont formés a partir d’un mélange
d’ADN auquel on ajoute 50 uL de solution CaCl2, le tout déposé sur 100 uL de
solution HBS. Aprés 30 minutes d’incubation, le précipité est réparti sur deux puits.
Le milieu des cellules est renouvelé aprés 24 heures. Les cellules sont lysées apres
un autre 24 heures d’incubation en appliquant directement sur les cellules 200 ul de

tampon d’essai luciférase (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5% NP-40). 100 uL de lysat
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cellulaire sont utilisés pour mesurer [’activité¢ luciférase, avec un luminometre
Glomax de Promega. Les résultats présentés sont représentatifs de deux expériences

indépendantes, effectuées en duplicata, plus ou moins 1’écart-type sur la moyenne.



Chapitre 3
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Chapitre 3 : Résultats

3.1  Les patrons d’expression de Pitx1, Irx3 et Irx5 se chevauchent dans la

région antéroproximale du bourgeon de membre postérieur

Les embryons Pitx1-/-;Pitx2néo/néo présentent un phénotype comprenant un défaut
de croissance du bourgeon de membre postérieur qui se traduit par une perte des
¢léments squelettiques proximaux et antérieurs, soit 1’ilion, le fémur, le tibia et le
doigt *1 (voir figure 1.4, p. 44) (Marcil et al., 2003). De la méme fagon, les embryons
Irx3-/-;1rx5-/- présentent aussi la perte des éléments squelettiques proximaux et
antérieurs exclusivement aux membres postérieurs (voir figure 1.7, p. 60) (C. C. Hui,
comm. pers.). La phénocopie observée au niveau des membres postérieurs entre les
doubles mutants Pitx1/Pitx2 et les doubles mutants Irx3/Irx5 laisse entendre la
participation de ces deux paires de geénes au méme programme génétique de
développement des membres postérieurs. Il est d’ores et déja connu que 1’expression
de Pitx1 débute dans le mésoderme de la lame latérale de la région postérieure de
I’embryon dés la gastrulation a €6,5 et se poursuit dans tout le mésenchyme du
bourgeon de membre postérieur lors sa croissance (Lanctot et al., 1997; Szeto et al.,
1999). Afin de valider la spécificité des sondes employées, nous avons de nouveau
confirmé cette expression par hybridation in situ sur embryons entiers a €10,5 et
el1,5 (voir figure 3.1 A, E, p. 76). Pitx2, quant a lui, est exprimé dans le mésoderme
de la lame latérale adjacent au bourgeon de membre, tel que présenté par hybridation

in situ sur embryon entier a el0,5 (voir figure 3.1 B, p. 76) (L'Honor¢ et al., 2007,
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Figure 3.1. Les patrons d’expression de Pitx1, Pitx2, Irx3 et Irx5 lors du développement
des membres postérieurs a e10,5 et el1,5. Hybridation in situ sur embryons entiers montrant
les patrons d’expression de Pitx1, Pitx2, Irx3 et Irx5 dans le bourgeon de membre postérieur a
el0,5 et ell,5. Pitx] est exprimé dans le mésoderme de la lame latérale et du bourgeon en
développement, a €10,5 (A) et ell.5 (E). Pitx2 est exprimé dans le mésoderme de la lame
latérale (le somatopleure) a €10,5 (B) et el11,5 (F) ainsi que dans les masses musculaires du
bourgeonaell,5 (F). Irx3 (CetG) et lrx5 (D et H) ontdes patrons d’expression similaires dans
le bourgeon de membre postérieur, exprimés dans la région proximale et antérieure du bourgeon
ael0,5(CetD)etell,5 (G etH).
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Shih et al., 2007). Cette expression est maintenue a e12,5, en plus de se retrouver
dans les masses musculaires en formation dans le bourgeon (voir figure 3.1 F, p. 76)
(L'Honor¢ et al., 2007; Shih et al., 2007). 1Irx3 et Irx5 possédent des patrons
d’expression trés similaires dans le bourgeon de membre en développement. En
effet, bien que I’expression de Irx5 soit moins prononcée, les deux génes sont
exprimés dans la région proximale du bourgeon a €10,5. Cette expression est ensuite
restreinte dans la région antéroproximale, d’une fagon plus prononcée du c6té dorsal
(voir figure 3.1 C-D, G-H, p. 76) (Houweling et al., 2001). Ainsi, Pitx1, Irx3 et Irx5
possédent des patrons d’expression qui se chevauchent dans la région proximale du
bourgeon de membre postérieur a 10,5, puis dans la région antéroproximale a el1,5.
Il est intéressant de noter que la région commune d’expression entre ces geénes
correspond a la région présumée donnant naissance aux régions affectées chez les
deux types d’embryons doubles mutants, soit les éléments squelettiques proximaux et

antérieurs (Bowen et al., 1989; Vargesson et al., 1997; Saunders, 1948).

3.2 Etude de la hiérarchie transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx lors du

développement du bourgeon de membre postérieur

En raison de la phénocopie observée au niveau des membres postérieurs entre
les embryons Pitx1-/-;Pitx2néo/néo et les embryons Irx3-/-;1rx5-/- et de 1’expression
de ces facteurs dans les mémes régions du bourgeon de membre postérieur en
développement, nous avons posé 1’hypothese selon laquelle il existe une cascade de
régulation transcriptionnelle entre ces deux familles de génes lors du développement

du bourgeon de membre postérieur. Nous avons donc décidé de vérifier, par
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hybridation in situ sur embryons entiers, 1’expression de Irx3 et Irx5 chez les
embryons mutants pour Pitx1l et les doubles mutants Pitx1-/-;Pitx2néo/néo. De la
méme facgon, ’expression de Pitx1l a été observée par hybridation in situ chez les
embryons Irx3-/-;lrx5-/- (C. C. Hui, comm. pers.). Ces expériences ont permis
d’évaluer s’il y a une cascade de régulation transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx
lors du développement du bourgeon de membre postérieur et d’en évaluer la

hiérarchie.

3.21 Maintien de I’expression de Irx3 et Irx5 chez les

embryons mutants pour Pitx1 et les mutants pour Pitx1 et Pitx2.

Nous avons débuté par les croisements pour 1’obtention des embryons mutants
pour Pitx1 et pour Pitx1/Pitx2. Nous avons choisi d’évaluer I’expression des genes
Iroquois chez les doubles mutants Pitx1-/-;Pitx2néo/néo puisque ceux-ci sont plus
faciles a obtenir que les embryons Pitx1-/-;Pitx2+/-, bien que les phénotypes
encourus soient comparables (Marcil et al., 2003). En effet, lors des croisements
précédents, ayant pour but I’analyse du rdle de Pitxl et Pitx2 au cours du
développement des membres, il fat trés difficile d’obtenir des souris doubles
hétérozygotes Pitx1+/-;Pitx2+/-. Au lieu d’obtenir des ratios mendéliens, les
croisements entre Pitx1+/- et Pitx2+/- n’ont généré que 2% de Pitx1+/-;Pitx2+/-
(Marcil et al., 2003). Nous avons donc choisi d’utiliser 1’alléle hypomorphe néo de
Pitx2 pour les analyses subséquentes. Nous avons procédé par hybridation in situ sur
embryons entiers a el1,5 afin d’observer le profil d’expression de Irx3 et Irx5 chez

les embryons doubles hétérozygotes (Pitx1+/-;Pitx2+/néo) connus pour ne présenter
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aucun phénotype particulier (Marcil et al., 2003), chez les mutants Pitx1 (Pitx1-/-
;Pitx2+/n€o), et les doubles mutants Pitx1/2 (Pitx1-/-;Pitx2néo/néo). Les profils
d’expression de Irx3 et Irx5 sont tels qu’attendus dans le cas des doubles
hétérozygotes servant de contrdles (voir figure 3.2 A, D, p. 80) (Houweling et al.,
2001). On y observe une expression restreinte de 1rx3 et de Irx5 au niveau proximal
du bourgeon, principalement du co6té antérieur. Ce profil est toujours retrouvé malgré
I’inactivation des deux alléles de Pitx1 (voir figure 3.2 B, E, p. 80), de méme que
lors de I’inactivation de Pitx1 et la présence de deux alléles hypomorphes de Pitx2
(voir figure 3.2 C, F, p.80). Ainsi, malgré la compléte absence de Pitx1l et
I’atténuation de I’expression des deux alléles de Pitx2, I’expression des Iroquois dans
le bourgeon de membre postérieur a el1,5 demeure inchangée. Ceci nous ameéne a
conclure que les deux génes Pitx ne sont pas essentiels a 1’expression de 1rx3 et Irx5

dans le bourgeon de membre postérieur en développement.

En parallele, le groupe de C. C. Hui a vérifié si les facteurs de transcription
Irx3 et Irx5 étaient responsables de 1’expression de Pitxl dans le bourgeon de
membre postérieur en développement. Pour ce faire, I’expression de Pitxl a été
évaluée chez les embryons mutants Irx3-/-;Irx5-/-. 1l s’est avéré que malgré
I’inactivation de Irx3 et de Irx5, le patron d’expression de Pitxl demeure inchangé
dans le bourgeon de membre postérieur, présent dans tout le mésenchyme a el11,5 (C.
C. Hui, comm. pers.). Ainsi, ces derniers concluent que 1’action des facteurs Iroquois
dans le bourgeon de membre postérieur n’est pas nécessaire a I’expression de Pitx1.
Ceci, ainsi que 1’observation d’une expression normale des Irx chez les mutants pour

les Pitx, nous permet de conclure que la phénocopie observée entre les embryons



Pitx1+/-; Pitx2+/néo Pitx1-/-; Pitx2+/néo PitxI-/-; Pitx2néo/néo
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Figure 3.2. Maintien de I’expression de Irx3 et Irx5 dans le bourgeon de membre
postérieur des embryons Pitx1-/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo. Hybridations in situ sur
embryons entiers montrant 1’expression de /rx3 (A-C) et Irx5 (D- F) a e 11,5 dans le
bourgeon de membre postérieur chez les embryons controles Pitx]+/-; Pitx2+/néo (A,
D), Pitx1-/-; Pitx2+/néo (B, E) et Pitx1-/-; Pitx2néo/néo (C, F). L’expression de /rx3 et
Irx5 est maintenue dans la région antéroproximale du bourgeon de membre postérieur
malgré I’inactivation des deux alléles de Pitx/ et la présence de deux alléles hypomor-
phes de Pitx2.
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Pitx1-/-;Pitx2néo/néo et Irx3-/-;Irx5-/- ne peut s’expliquer par une cascade
d’interrégulation transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx dans le bourgeon de

membre postérieur en développement.

3.3 Etude de I’interaction fonctionnelle entre les Pitx et les Irx

3.3.1 Etude de I’interaction transcriptionnelle entre Pitx1 et 1rx3/5

La phénocopie au niveau des membres postérieurs chez les embryons
Pitx1-/-;Pitx2néo/néo et les embryons Irx3-/-;Irx5-/- pourrait s’expliquer par
I’interaction de ces facteurs de transcription sur les mémes cibles transcriptionnelles
lors du développement du bourgeon de membre postérieur. Nous avons commenceé
I’analyse des capacités d’interaction transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx a I’aide
d’une protéine de fusion et d’un promoteur générique. Ensuite, comme les cibles
transcriptionnelles des Irx au cours du développement des membres postérieurs sont
encore inconnues, nous avons examiné s’il existe une interaction transcriptionnelle
entre Pitx1 et Irx3/Irx5 sur les régions conservées du locus de Thx4, un géne cible de

Pitx1 dans le bourgeon de membre postérieur en développement.
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3.3.1.1 Essais transcriptionnels avec une protéine de fusion entre le
domaine activateur de Pitx1 et le domaine de liaison & I’ADN de

Gal4 et Irx3/1rx5 sur un promoteur générique (5XUAS)

En premier lieu, pour confirmer les capacités d’activation transcriptionnelle
de Pitx1, nous avons co-transfecté dans des cellules COS un vecteur codant pour la
protéine de fusion entre le domaine de liaison a I’ADN de la protéine de levure Gal4
et le domaine C-terminal activateur de Pitx1 (Gal4DBD CtermPitx1) et un vecteur
rapporteur codant pour la luciférase en aval d’un promoteur minimal et cing
répétitions de I’élément de régulation transcriptionnelle de la protéine Gal4 (UAS)
(voir figure 3.3 A, p. 83) (Tremblay et al., 1999). Nous n’avons utilisé¢ que le
domaine C-terminal de Pitx1 puisque les séquences connues pour étre responsables
des fonctions d’activation transcriptionnelle de Pitx1 y sont circonscrites (Tremblay
et al., 1999). Tous les résultats de transfection présentés (voir figure 3.3, p. 83 et
figure 3.4, p. 86) sont représentatifs de deux expériences indépendantes, faites en

duplicata, plus ou moins I’écart-type sur la moyenne

Tel qu’attendu, le domaine de liaison a I’ADN de Gal4 (Gal4DBD) seul est
incapable d’activer la transcription du géne rapporteur puisqu’il ne contient pas de
régions de transactivation (voir figure 3.3 B, p. 83). Au contraire, la protéine de
fusion Gal4DBD_CtermPitx1 est en mesure d’activer de facon dose-dépendante la
transcription de la luciférase, jusqu’a un maximum d’environ 14 fois (voir figure
3.3 E, p. 83). Ceci est en accord avec les résultats sur les capacités activatrices de

Pitx1 déja publiés (Tremblay et al., 1999).
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Figure 3.3. Essai d’interaction transcriptionnelle entre Pitx1 et Irx3/Irx5 a I’aide d’une protéine de
fusion Gal4DBD CtermPitx1 et du promoteur générique 5X UAS. (A) Représentation schématique
du vecteur rapporteur comprenant cing répétitions de 1’¢lément de liaison a I’ADN de Gal4 (UAS) en
amont d’un promoteur minimal contenant la boite TATA, le tout en amont du géne codant pour la
luciférase. (B) Aucun effet n’est observé lors de la co-transfection dans les cellules COS du vecteur
codant pour Gal4DBD avec le vecteur rapporteur. (C) La co-transfection de doses croissantes de vecteur
codant pour Gal4DBD CtermPitx1 avec le vecteur rapporteur montre 1’effet activateur de la région
C-terminale de Pitx1 allant jusqu’a 15 fois. Alors que 1’ajout de doses croissantes de vecteurs codants
soit pour Irx3 (C), soit pour Irx5 (D) en présence d’une dose constante de vecteur codant pour Gal4DBD
n’a aucun effet sur le géne rapporteur, I’ajout de doses croissantes de vecteurs codants soit pour Irx3 (F),
soit pour Irx5 (G) en présence d’une dose constante de vecteur codant pour Gal4dDBD CtermPitx1
antagonise ’effet activateur de Gal4dDBD CtermPitx1, ramenant I’activation de la transcription du géne
rapporteur a son niveau initial. Les résultats présentés sont représentatifs de deux expériences indépren-
dantes, effectuées en duplicata, plus ou moins 1’écart-type sur la moyenne.
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Comme controles, nous avons ajouté des doses croissantes de vecteurs codant
pour Irx3 ou pour Irx5 a une dose constante de vecteurs codants pour Gal4DBD (voir
figure 3.3 B-D, p.83). Ces expériences n’ont montré aucune interaction
transcriptionnelle, ce qui indique que les protéines Irx3 et Irx5 n’interagissent pas

fonctionnellement avec Gal4DBD.

Ensuite, afin d’évaluer les capacités d’interaction transcriptionnelle entre la
région C-terminale de Pitx1 et les Irx, nous avons co-transfecté une dose constante du
vecteur codant pour Gal4DBD CtermPitx] en présence de doses croissantes des

vecteurs codant pour Irx3 ou IrxS5.

L’activation de la transcription d’environ 12 fois par Gal4dDBD_CtermPitx1
est inhibée lors de 1’ajout de doses croissantes de vecteurs codant pour Irx3 ou pour
Irx5 (voir figure 3.3 E-G, p. 83). L’ajout d’une faible dose de Irx3 ou de Irx5 a la
présence de Gal4dDBD CtermPitx1 suffit pour ramener I’activation de la transcription
d’environ 11 fois a seulement 5 fois. De plus, la réduction de [I’activation
transcriptionnelle de Gal4dDBD_CtermPitx1 est proportionnelle a la dose ajoutée de
vecteurs codant pour Irx3 ou Irx5. La dose maximale utilisée de vecteurs codant pour
Irx3 ou Irx5 ramene le niveau de transcription de la luciférase au niveau initial malgré

la présence de Gal4DBD CtermPitx1.
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3.3.1.2 Essais transcriptionnels avec Pitx1 et Irx3/Irx5 sur des régions

conservées du locus de Thx4

Toujours dans le but de tester I’existence d’une interaction fonctionnelle entre
Pitx1 et Irx3/Irx5, nous avons décidé de procéder a des co-transfections avec un gene
rapporteur luciférase en aval des régions conservées d’un géne connu pour étre activé
par Pitx1 dans le bourgeon de membre postérieur en développement. Tbx4, un géne
spécifiquement exprimé dans le bourgeon de membre postérieur, est reconnu comme
étant sous controle de Pitx1. D’une part, il a été démontré que I’expression de Pitx1
précéde celle de Thx4 dans le bourgeon de membres postérieurs en développement.
D’autre part, I’expression de Thx4 est affaiblie lors de 1’inactivation de Pitx1 chez la
souris et engendrée par I’expression ectopique de Pitx1 dans le membre antérieur de
poulet (Lanctot et al., 1999; Szeto et al., 1999; Chapman et al., 1996; Szeto et al.,
1999). De plus, des essais transcriptionnels en transfection ont montré que certaines
de ces régions conservées du locus de Thx4 pouvaient répondre aux fonctions
activatrices de Pitx1 (Dumontier, 2005). Nous avons donc choisi de poursuivre notre

analyse avec chacune de ces régions (voir figure 3.4 A, p. 86).

En premier lieu, nous avons pu observer que Pitx1 est capable d’activer la
transcription, jusqu’a presque 6 fois le niveau initial, et de fagon dose-dépendante, via
la région conservée située a environ -9 kb du site d’initiation de la transcription de
Tbx4, appelée Région A (voir figure 3.4 B, p. 86), ceci en accord avec les résultats
pré-établis (Dumontier, 2005). Bien que les réponses soient moins prononcées, une

activation de la transcription de fagon dose-dépendante est observable lors de I’ajout
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Figure 3.4. Essai d’interaction transcriptionnelle entre Pitx1 et Irx3/Irx5 sur les régions conservées du
locus de 7hx4. (A) Représentation schématique du locus de 7hx4. Les régions conservées du locus de 7hx4 testés
sont représentés par des boites blanches tandis que les exons sont représentés par des boites noires. (B) Pitx1 est
capable d’activer la transcription de la luciférase via la région A. L’ajout de Irx3 ou Irx5 antagonise 1’effet activa-
teur d’une dose constante de Pitx1. Des doses croissantes de Pitx1 activent tres peu la transcription via la région
B (C) ou la région D (E), mais n’activent pas via la région B (D). L’ajout de Irx3 ou Irx5 sur une dose constante
de Pitx1 ramene le taux de transcription au niveau initial (E) ou réprime la transcription en dega du niveau initial
(C,D). Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes, effectuées en duplicata, plus ou moins
I’écart-type sur la moyenne. *) : p =0,016. (++) : p =0,023. (+++) : p=0,007. *++++) : p =0,003.
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de vecteur codant pour Pitx1 sur la région de 5 kb en amont de 1’exon 1 de Thx4
(Région B) (p = 0,016), ainsi qu’avec une des deux régions situées dans I’intron 3
(Région D) (p = 0,003), toutes contenant des sites consensus de liaison pour les Pitx
(voir figure 3.4 C, E, p. 86) (Dumontier, 2005). Par contre, malgré 1’ajout de doses
croissantes de Pitx1 et la présence de sites consensus de liaison pour les Pitx dans la
Région C, nous n’observons pas d’activation de la transcription de la luciférase via

cette région (voir figure 3.4 D, p. 86).

En utilisant une dose intermédiaire de vecteurs codant pour Pitx1, nous avons
ensuite testé 1’interaction fonctionnelle entre Pitx1 et Irx3/Irx5 sur chacune de ces
régions conservées du locus de Thx4. En général, ’ajout de doses croissantes de
vecteurs codant pour Irx3 ou Irx5 nous donne le méme résultat que lors de
I’expérience avec Gal4DBD_CtermPitx1 et le promoteur générique (voir figure 3.3,
p. 83). Lorsque I’ajout de Pitx1 résulte en une activation de la transcription, c’est-a-
dire avec les Régions A, B et D, nous observons une interférence de I’effet activateur
de Pitx1 autant lors de I’ajout de Irx3 que de Irx5 (voir figure 3.4 B, C, E, p. 86).
Bien que les réponses transcriptionnelles soient moins prononcées qu’avec la protéine
de fusion et le promoteur générique, nous observons une interaction fonctionnelle
entre Pitx1 et les Irx. En fait, il semble que Irx3 et Irx5 interférent avec 1’effet
activateur de Pitx1. Sur ces trois régions conservées du locus de Thx4 testées, I’ajout
de Irx3 ou Irx5 soit diminue le niveau de la transcription (Région A, voir figure 3.4
B, p. 86), soit rameéne le niveau de transcription au niveau initial (Région D, voir
figure 3.4 E, p. 86) ou diminue le niveau de transcription en dega du niveau initial

(avec Irx5 via la Région B (p = 0,023), voir figure 3.4 C, p. 86). De plus, bien que
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Pitx1 ne semble avoir aucune activité positive sur la transcription via la Région C,
I’ajout de la quantité maximale de vecteurs codant pour Irx5 en présence de Pitx1
diminue le niveau d’expression de la luciférase en deg¢a du niveau initial (p = 0,007),
(voir figure 3.4 D, p.86). Ces expériences, ainsi que celles utilisant
Gal4DBD_CtermPitx1 et un promoteur générique, montrent un antagonisme entre les
fonctions de régulation transcriptionnelle des facteurs de transcription Pitx1 et
Irx3/5 : les Iroquois interfeérent les capacités d’activation transcriptionnelle de Pitx1,

en transfection, dans un systéme hétérologue.

3.3.2 Rdles convergents de Pitx1 et Irx3/1rx5 : régulation de I’expression

de Pax9

Des travaux de notre collaborateur ont montré 1’importance de Irx3 et Irx5
pour I’expression de Pax9 exclusivement dans le bourgeon de membre postérieur. En
effet, par hybridation in sSitu sur embryons entiers, on observe la disparition de
I’expression de Pax9 exclusivement au niveau des bourgeons de membre postérieur
des embryons Irx3-/-;1rx5-/- a el1,5 alors que I’expression de Pax9 au niveau des
bourgeons de membres antérieurs demeure intacte (voir figure 1.8 E-F, p. 61) (C. C.
Hui, comm. pers.). Il est encore inconnu si Pax9 est une cible directe des Iroquois
dans le bourgeon de membre. Toutefois, la perte exclusive de Pax9 au niveau des
membres postérieurs, malgré ’expression des Iroquois dans les deux paires de
membres, suggere la participation de facteurs de transcription exclusivement
exprimés au niveau des membres postérieurs. Dans I’éventualité d’une interaction

fonctionnelle entre les Pitx et les Irx vers un programme génétique de croissance du
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bourgeon de membre, nous nous sommes demandé si les Pitx participent a la
régulation de I’expression de Pax9 au cours du développement du bourgeon de

membre postérieur.

Ainsi, nous avons observé par hybridation in situ sur embryons entiers a el 1,5
le patron d’expression de Pax9 chez les embryons doubles hétérozygotes ne
présentant aucun phénotype comme contrdles (Pitx1+/-;Pitx2+/néo) , les embryons
mutants pour Pitxl (Pitx1-/-;Pitx2+/néo) et les embryons doubles mutants
(Pitx1-/-;Pitx2néo/néo) (voir figure 3.5, p. 90). Chez les embryons contrdles, nous
avons retrouvé le patron d’expression connu de Pax9, exprimé au niveau du
mésenchyme facial, du sclérotome et dans une région précise du bourgeon de membre
de forme palmé, restreint du c6té antérieur, autant dans les bourgeons antérieurs que
postérieurs (voir figure 3.5 A, p. 90) (Neubuser et al., 1995). Par contre, chez les
embryons mutants pour Pitx1 comme chez les doubles mutants pour Pitx1 et Pitx2,
nous avons observé, a ell,5, une absence d’expression de Pax9 exclusive aux
membres postérieurs (voir figure 3.5 F-H, K-M, p. 90). En effet, I’expression au
niveau des membres antérieurs ainsi qu’aux autres sites d’expression n’est pas
affectée (voir figure 3.5 F-G, K-L, p. 90). L’observation d’une absence d’expression
de Pax9 chez les mutants pour Pitx1 laisse entendre que Pitx1 est le principal acteur,
devant Pitx2, a affecter 1’expression de Pax9 lors du développement des membres

postérieurs.

Toutefois, il convient de noter que les mutants pour Pitx1 et les doubles

mutants Pitx1/Pitx2 présentent un phénotype de retard de croissance des bourgeons
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Figure 3.5. Retard et diminution d’expression de Pax9 exclusivement au niveau du
bourgeon de membre postérieur chez les PitxI-/-; Pitx2+/néo et Pitx1-/-; Pitx2néo/néo.
Hybridations in situ sur embryons entiers (A-N) montrant un retard d’expression de Pax9
au niveau des bourgeons de membre postérieur (MP) a ell,5 chez les embryons
Pitx1-/-; Pitx2+/néo (H) et Pitx1-/-; Pitx2néo/néo (M) malgré une expression normale au
niveau des bourgeons de membre antérieur (MA) (G, L). L’expression de Pax9 est
diminuée au niveau de bourgeons de membre postérieur a el12 (I) et a 12,5 (J, N) chez
Pitx1-/-; Pitx2+/néo (1, J) et Pitx1-/-; Pitx2néo/néo (J, N).

90
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de membres. Comme ’expression de Pax9 est connue pour apparaitre au stade de
bourgeon de membre de forme palmée, et que ce développement du bourgeon se
produit a el 1,5, il se pourrait que la perte d’expression de Pax9 chez les mutants pour
les Pitx soit plutot attribuable a un retard de croissance et non a un roéle direct ou
indirect de ces facteurs de transcription dans la régulation de 1’expression de Pax9.
Pour vérifier cette hypothése, nous avons décidé de complémenter notre analyse en
observant le profil d’expression de Pax9 chez les mutants pour les Pitx plus tard au

cours du développement.

En effet, ’expression de Pax9 est présente a e12,0 et a el12,5 chez les
embryons mutants pour Pitx1 et les doubles mutants pour Pitx1 et Pitx2. Toutefois,
cette expression est atténuée, bien que la région d’expression demeure intacte. Nous
pouvons donc conclure que les facteurs de transcription Pitx, tout comme les facteurs
Irx, jouent un role dans I’expression de Pax9 dans la région antérieure du bourgeon

de membre postérieur en développement.

3.4 Conclusions

En somme, la phénocopie observée entre les souris doubles mutantes pour
Pitx1 et Pitx2 et les souris Irx3-/-;Irx5-/- ne peut s’expliquer par une cascade
d’interrégulation transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx. En effet, il s’est avéré que
les Pitx ne sont pas essentiels a 1’expression des Irx dans le bourgeon de membres
postérieurs en développement. L’expression de Irx3 et Irx5 dans la région

antéroproximale du bourgeon de membre postérieur est maintenue chez les souris
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Pitx1-/-;Pitx2néo/néo. Des travaux de notre collaborateur ont réfuté 1’hypothése
inverse, soit que les Irx dirigent 1’expression des Pitx dans le bourgeon, puisque
I’expression de Pitx1 est intacte chez les embryons Irx3-/-;1rx5-/- (C. C. Hui, comm.
pers.). Enfin, pour expliquer la phénocopie observée, on peut imaginer que les Pitx et
les Irx agissent de concert sur les mémes cibles transcriptionnelles lors du
développement des bourgeons de membres postérieurs. Tout d’abord, nous avons
observé une interaction fonctionnelle entre Pitx1 et Irx3/5 en transfection.
Premi¢rement, a 1’aide d’un systeme générique utilisant la protéine de fusion
Gal4DBD_CtermPitx1. Ensuite, sur les régions conservées du locus de Thx4, un
geéne cible de Pitx1 dans le bourgeon de membre postérieur. En fait, les fonctions de
régulation transcriptionnelle des Irx antagonisent les capacités activatrices de Pitxl.
D'autre part, il semblerait que les roles des facteurs Pitx et Irx convergent lors du
développement du bourgeon de membre postérieur puisque les embryons
Irx3-/-;1rx5-/- ainsi que les embryons Pitx1-/- montrent une absence d’expression de
Pax9 spécifiquement au niveau des bourgeons de membres postérieurs a ell,S.
Toutefois, I’expression de Pax9 est présente, bien qu’atténuée, dans la région
antérieure des bourgeons de membres postérieurs des embryons mutants pour les Pitx
ael2etael2,5 Ainsi, nous pouvons conclure a une participation des génes Pitx et
Irx dans la régulation de I’expression de Pax9 dans le bourgeon de membre postérieur
en développement. Ces expériences suggérant une action positive pour les deux
facteurs, Pitx et Irx, ces observations ne peuvent étre directement reliées a
I’antagonisme transcriptionnel observé entre ceux-ci. Des études plus poussées

seraient nécessaires pour résoudre cette apparente discordance.
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Chapitre 4 : Discussion

Le role des facteurs de transcription Pitx1 et Pitx2 au cours du développement
des membres postérieurs a ét¢ évalué au moyen de manipulations génétiques chez la
souris (Lanctot et al., 1999; Marcil et al., 2003; Szeto et al., 1999). Pitx1 joue un role
clé dans la détermination de 1’identit¢ des membres postérieurs puisque les souris
Pitx1-/- montrent une transformation partielle des membres postérieurs en membres
antérieurs (voir figure 1.3, p. 40). De plus, ’expression ectopique de Pitx1 dans le
bourgeon de membre antérieur du poulet confére a celui-ci des caractéres propres aux
membres postérieurs (Szeto et al., 1999; Takeuchi et al., 1999).  Les souris
Pitx1-/-;Pitx2+/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo ont démontré I’importance de Pitx2 dans la
croissance du bourgeon de membre postérieur. On observe chez ces mutants un
retard de croissance du bourgeon de membre postérieur qui se traduit par une
réduction de la taille du bourgeon selon 1’axe A/P. Le phénotype résulte en la perte
des ¢léments squelettiques proximaux et antérieurs (Marcil et al., 2003). Nous avons
tenté d’explorer les causes de la perte de ces éléments squelettiques en comparant les
souris mutantes pour Pitx1 et Pitx2 avec les souris Irx3-/-;1rx5-/-, présentant elles
aussi une aplasie des ¢léments squelettiques proximaux et antérieurs, spécifiquement
au niveau des membres postérieurs (voir figure 1.4, p. 44 et figure 1.7, p. 60) (C. C.
Hui, comm. pers.). La phénocopie entre ces souris doubles mutantes nous a permis
de poser plusieurs hypotheses concernant une interaction fonctionnelle entre ces deux
familles de génes. Nous avons d’abord posé 1’hypothése selon laquelle les Pitx et les

Irx font partie d’une cascade d’interrégulation transcriptionnelle dans le bourgeon de
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membre postérieur en développement. Nous nous sommes demandé¢ si les facteurs de
transcription Pitx1 et Pitx2 pouvaient €tre responsables de 1’expression des genes 1rx3
et Irx5 dans le bourgeon de membre postérieur. Nous avons vérifié cette hypothese
en regardant le patron d’expression de Irx3 et Irx5 chez les souris mutantes pour
Pitx1 et Pitx2. D’autre part, I’expression de Pitx1l a été étudiée chez les souris
mutantes 1rx3-/-;1rx5-/- afin de vérifier si les facteurs Iroquois pouvaient étre
responsables de I’expression des Pitx (C.C. Hui, comm. pers.). Ensuite, nous avons
voulu vérifier si les facteurs Pitx et Irx pouvaient participer ensemble a un méme
programme génétique de croissance du bourgeon de membre postérieur. Nous avons
d’abord testé I’interaction transcriptionnelle entre Pitx1 et Irx3/5. Premicrement au
moyen d’une protéine de fusion entre Gal4DBD et le domaine C-terminal de Pitx1 et
un geéne rapporteur contenant cinq répétitions de [’élément de réponse
transcriptionnelle de la protéine Gal4. Puis, avec les protéines natives Pitx1, Irx3 et
Irx5 et les régions conservées du locus de Thx4, géne connu pour étre régulé par Pitx1
dans le bourgeon de membre postérieur (Lanctot et al., 1999; Szeto et al., 1999).
Enfin, nous avons voulu vérifier si un marqueur moléculaire (Pax9), connu pour étre
absent a el1,5 chez les souris mutantes pour 1rx3 et Irx5, était aussi modifi¢ chez les
mutants pour Pitxl et Pitx2. Cette étude nous a permis de conclure d’abord qu’il
n’existe pas de cascade d’interrégulation transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx
dans le bourgeon de membre postérieur en développement. Ensuite, que la
phénocopie observée entre les doubles mutants Pitx1/Pitx2 et les doubles mutants
Irx3/Irx5 pourrait s’expliquer par des interactions fonctionnelles entre ces deux paires
de facteurs de transcription sur les mémes cibles transcriptionnelles. En premier lieu,

nous avons observé une interaction fonctionnelle entre Pitx1 et Irx3 ou Irx5 autant sur
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un promoteur générique que sur les régions conservées d’un gene cible de Pitxl.
Deuxiémement, nous avons observé que la mutation de Pitx1/2 comme celle de 1rx3/5
résulte en une absence d’expression de Pax9 a el1,5 dans le domaine antérieur du

bourgeon.

4.1  Les patrons d’expression de Pitx1, Irx3 et Irx5 se chevauchent dans la

région antéroproximale du bourgeon de membre postérieur

Avant d’investiguer la phénocopie entre les mutants pour Irx3/5 et les mutants
pour Pitx1/2 et de proposer des hypothéses concernant leurs interrégulations ou leurs
interactions fonctionnelles, nous avons en premier lieu observé une superposition des
domaines d’expression de Pitx1, Irx3 et Irx5 au niveau proximal du bourgeon de
membre postérieur a €10,5 et dans la région antéroproximale a ell,5 alors que
I’expression de Pitx2 a ces étapes de développement est confinée au mésoderme de la
lame latérale adjacent au bourgeon et aux masses musculaires en formation dans le
bourgeon (voir figure 3.1, p. 76). Le chevauchement des patrons d’expression de
Pitx1 et Irx3/5 permet d’émettre des hypothéses de coopération et/ou d'interrégulation
transcriptionnelles dans ces régions du bourgeon. Toutefois, afin de réellement
démontrer la co-expression de Pitx1, Irx3 et Irx5 dans les cellules de la région
antéroproximale du bourgeon de membre postérieur, des co-marquages en

immunohistochimie ou en immonufluorescence devraient étre faits. Des coupes

3LacZ/+ 5GFP/+

provenant des souris Irx et des souris Irx pourraient étre utilisées pour
procéder soit a une coloration avec la B-galactosidase et un marquage Pitxl en

immunohistochimie, soit un marquage Pitx1 en immunofluorescence et la détection
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de la GFP. Ainsi, nous pourrions alors démontrer la co-expression de ces protéines
dans les mémes cellules de la région antéroproximale du bourgeon de membre

postérieur en développement.

Il est intéressant de noter que ces régions de chevauchement correspondent
aux régions présumées qui formeront les ¢léments squelettiques affectés qui sont a la
base de la phénocopie entre les mutants (Bowen et al., 1989; Vargesson et al., 1997;
Saunders, 1948). Il serait d’ailleurs intéressant de procéder a des études de lignage
afin de visualiser les éléments squelettiques qui proviennent des régions d’expression

des Pitx et des Irx.

4.2 Etude de la hiérarchie transcriptionnelle entre les Pitx et les Irx lors du

développement du bourgeon de membre postérieur

La phénocopie entre les souris mutantes pour Pitx1l et Pitx2 et les souris
Irx3-/-;1rx5-/- nous a amenés a poser 1’hypothése selon laquelle ces deux paires de
facteurs de transcription se régulent I'une 1’autre au cours du développement du
bourgeon de membre postérieur. Nous n’avons pas observé la perte d’expression des
facteurs lroquois chez les souris Pitx1-/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo (voir figure 3.2,
p. 80). Par conséquent, nous ne pouvons expliquer le phénotype encouru lors de la
perte de Pitx1 ou de Pitx1 et Pitx2 par une absence des facteurs de transcription Irx
lors du développement du bourgeon de membre postérieur. Nous ne pouvons donc
pas placer les facteurs Pitx en amont d’une cascade de régulation transcriptionnelle

directe ou indirecte conduisant a 1’activation de Irx3/5 dans le mésenchyme proximal
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et antérieur du bourgeon. De plus, la transcription de Pitx1 n’est pas altérée chez
les souris I1rx3-/-;1rx5-/- (C.C. Hui, comm. pers.). Les facteurs Pitx et Irx ne semblent
pas faire partie de cascades transcriptionnelles se régulant les unes, les autres. Afin
de déterminer si ces facteurs interagissent au niveau génétique, des croisements
devraient étre faits afin de produire des souris mutantes pour les deux familles de
génes :  Pitx1-/-;lrx3+/- et Pitx1-/-;Irx5+/- ;  Pitx2néo/néo;Irx3+/- et
Pitx2néo/néo;Irx5+/- ; Pitx1+/-;1rx3-/- et Pitx1+/-;Irx5-/- ; Pitx2+/néo;Irx3-/- et
Pitx2+/néo;Irx5-/-. L’étude des phénotypes présentés par ces souris permettrait
d’établir si la perte d’alléles des génes Iroquois contribuerait au phénotype des souris

mutantes pour les PitX et vice-versa.

4.3 Etude de I’interaction fonctionnelle entre les Pitx et les Irx

4.3.1 Etude de I’interaction transcriptionnelle entre Pitx1 et 1rx3/5

4.3.1.1 Essais transcriptionnels avec une protéine de fusion entre le
domaine activateur de Pitx1 et le domaine de liaison a I’ADN de

Gal4 et Irx3/1rx5 sur un promoteur générique (5XUAS)

Nous avons choisi de tester les capacités de coopération transcriptionnelle des
facteurs de transcription Pitx1/2 et 1rx3/5 en transfection transitoire au moyen de la
protéine de fusion Gal4DBD CtermPitx]1 et du geéne rapporteur contenant cing
répétitions de 1’¢lément de réponse de Gal4. Nous avons choisi cette expérience afin

de spécifier I’interaction de la protéine Gal4dDBD_ CtermPitxl avec le gene
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rapporteur indépendamment de la protéine Pitx1 endogene dans le systéme. De plus,
dans cette expérience, nous nous assurons des tester la coopération entre la région C-

terminale de Pitx1 et les protéines Irx3/5.

Les résultats obtenus ont confirmé les capacités activatrices de la région C-
terminale de Pitx1, capable d’augmenter la transcription du geéne rapporteur d’un
facteur d’environ 14 fois (voir figure 3.3 E, p. 83). De plus, nous avons pu observer
un antagonisme fonctionnel entre Pitx1 et Irx3/5. En effet, ’ajout de Irx3 ou Irx5
dans ces transfections a montré une répression des capacités d’activation
transcriptionnelle de la région C-terminale de Pitx1 (voir figure 3.3 F-G, p. 83). Ceci
laisse donc entendre que Pitxl et les facteurs Iroquois peuvent interagir

transcriptionnellement sur un promoteur générique dans un systéme in vitro.

L’expérience inverse devrait étre faite afin de vérifier si la liaison forcée des
facteurs Iroquois a ’ADN peut entrainer une interaction fonctionnelle positive avec
Pitx1. Des protéines de fusion entre Gal4DBD et Irx3/5 pourraient étre construites
afin de vérifier si la liaison a I’ADN de Irx3/5 ménerait a une coopération avec Pitx1

lors de la régulation de la transcription.
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4.3.1.2 Essais transcriptionnels avec Pitx1 et Irx3/Irx5 sur les régions

conservées du locus de Thx4

Il se peut qu’une interaction transcriptionnelle entre Pitx1 et Irx3/5 passe par
la liaison de chacun de ces facteurs au promoteur et soit affectée par le contexte
génétique du promoteur. Comme aucun geéne cible n’est encore attribué aux facteurs
Iroquois dans le bourgeon de membre, nous avons testé I’interaction entre Pitx1 et
Irx3/5 sur les régions conservées du locus de Thx4, géne régulé par Pitx1 au cours du
développement du bourgeon de membre postérieur. En effet, I’expression de Thx4
est diminuée chez les souris déficientes en Pitx1l (Lanctot et al., 1999; Szeto et al.,
1999). De plus, la surexpression de Pitx1 au niveau de membres antérieurs de poulet
conduit a une surexpression de Thx4 dans ces derniers alors que son expression y est
normalement réfrénée (Ohuchi et al., 1998; Rodriguez-Esteban et al., 1999; Takeuchi
et al.,, 1999; Szeto et al., 1999). Des régions conservées inter-espéces du locus de
Tbx4 et contenant des sites de liaison de Pitx1 ont été identifiées (Dumontier, 2005;
Menke et al., 2008). Bien que chacune de ces régions contienne des sites de liaison
pour Pitx1, elles ne répondent pas toutes a des doses croissantes de vecteurs codant
pour Pitx1 en transfection. Nous avons néanmoins testé chacune de ces régions pour
une interaction fonctionnelle possible entre Pitx1 et les facteurs Iroquois. Sur les
régions du locus de Thx4 répondant a des doses croissantes de Pitx1, ’ajout de Irx3
ou Irx5 entraine une suppression de D’activit¢ de Pitxl, comme dans le systéme
générique avec la protéine de fusion Gal4DBD_ CtermPitx1 (voir figure 3.3, p. 83 et

figure 3.4, p. 86). Il s’avére donc que dans le contexte d’un géne connu pour étre
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régulé par Pitx1, I’activité des facteurs Iroquois interfeére aussi 1’effet activateur de

Pitx1.

Cependant, cette interférence des capacités activatrices de Pitx1, que ce soit
sur le promoteur générique ou via les régions conservées du locus de Tbx4, peut
résulter d’un effet de titration des co-facteurs de Pitx1 par les facteurs Iroquois. En
effet, en ajoutant les facteurs Iroquois dans ces transfections, ceux-ci, sans participer
directement a la régulation de la transcription de la luciférase, pourraient interagir
avec les co-facteurs activateurs nécessaires a Pitx1 en les retirant du complexe de
régulation de la transcription de la luciférase, résultant en une baisse des capacités
d’activation de Pitx1. Toutefois, des résultats préliminaires ont montré 1’interaction
entre les facteurs Pitx et les Iroquois a I’intérieur d’'un méme complexe protéique par
des co-immunoprécipitations sur des cellules de bourgeons de membres postérieurs
en développement (C. C. Hui, comm. pers.). Ainsi, il est tout a fait plausible que les
facteurs Pitx et Irx interagissent fonctionnellement in vivo dans le bourgeon de

membre postérieur lors de son développement.

La phénocopie observée entre les mutants pour les Pitx et ceux pour les Irx
suppose une synergie activatrice entre les facteurs Pitx et Irx. Bien que dans chacune
de ces expériences nous ayons observé un anatgonisme entre les fonctions
transcriptionnelles de Pitx1 et Irx3/5, il est possible que ces derniers activent les
mémes cibles transcriptionnelles dans le bourgeon de membre postérieur en
développement. En effet, la présence de co-facteurs spécifiques peut étre requise pour

I’observation d’une interaction fonctionnelle positive entre Pitxl et les facteurs
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Iroquois, co-facteurs spécifiques qui sont peut-étre absents du systeme hétérologue
utilisé, c’est-a-dire les cellules COS. Les transfections pourraient donc étre
reproduites dans un systéme de culture primaire de cellules de bourgeons de membres
postérieurs, systéme qui posséderait ces co-facteurs nécessaires et qui serait plus

fidéle a la situation in vivo.

D’un autre c6té, on peut penser que les facteurs Pitx et Irx sont nécessaires a
la régulation de I’expression de génes particuliers dans la région antéroproximale du
bourgeon de membre postérieur en développement. Ainsi, I’antagonisme de 1’effet
activateur de Pitx1 par les Irx dans cette région d’expression serait nécessaire a la
répression de 1’expression de ces génes dans la région antéroproximale du bourgeon
et expliquerait la phénocopie observée entre les mutants pour les Pitx et ceux pour les
Irx. En effet, en absence soit des Pitx soit des Irx, ’expression de ces génes ne
pourrait pas étre réfrénée, ce qui conduirait au phénotype observé et a la phénocopie

entre les mutants.

4.3.2 Roles convergents de Pitx1 et Irx3/1rx5 : régulation de I’expression

de Pax9

Les cascades génétiques régulées par les facteurs de transcription Pitx1/2 et
Irx3/5 semblent toutes deux converger vers un méme programme génétique puisque
leur ablation cause, indépendamment 'une de 1’autre, la perte d’expression du
marqueur du mésenchyme antérieur Pax9. En effet, nous avons observé 1’absence

d’expression de Pax9 chez les souris Pitx1-/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo a el 1,5 (voir
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figure 3.5 H, M, p. 90) comme cela a été montré chez les souris 1rx3-/-;1rx5-/- (voir
figure 1.8 E, F, p. 61). Par contre, I’expression de Pax9 est présente, bien
qu’atténuée, a ¢12,0 et e12,5, chez les mutants pour Pitx1 ainsi que les doubles
mutants pour Pitx1l et Pitx2 (voir figure 3.5 1, J, N, p. 90). Ainsi, nous pouvons
conclure a un retard d’expression de Pax9 chez les embryons mutants pour les Pitx.
De plus, cette expression est atténuée plus tard au cours du développement du
bourgeon, démontrant I’importance des Pitx dans la régulation de 1’expression de
Pax9. Il serait par conséquent intéressant de vérifier I’expression de Pax9 chez les
embryons mutants pour les Iroquois a un stade plus avancé de développement. En
effet, il se pourrait qu’on soit en présence d’un retard d’expression de Pax9 chez

ceux-ci, et non devant une perte d’expression.

Les ¢éléments squelettiques atteints par la perte de Pitx1/2 ou Irx3/5 sont tous
des éléments proximaux et antérieurs : le fémur, le tibia et le doigt “1 (voir figure 1.4,
p. 44 et figure 1.7, p. 60). Il semble donc que la régulation de Pax9 au niveau du
mésenchyme antérieur du bourgeon en croissance soit une clef importante permettant
de comprendre I’implication de Pitx1/2 et de 1rx3/5 au développement du bourgeon.
Contre nos attentes, la seule inactivation de Pitx1l suffit pour observer un retard
d’expression de Pax9, alors que la phénocopie s’observe avec les souris mutantes
pour Pitx1 et Pitx2. Ceci suggére donc que Pitx1 est un acteur majeur, par rapport a

Pitx2, dans la régulation de I’expression de Pax9.

Pax9 étant exprimé antérieurement, sa répression pourrait étre, au moins en

partie, responsable du phénotype des mutants pour les Pitx et des mutants pour les
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Irx. Cependant, le phénotype encouru par I’inactivation génétique de Pax9 est
difficilement réconciliable avec les phénotypes des souris Pitx1-/-, Pitx1-/-
;Pitx2néo/néo et Irx3-/-;Irx5-/- (voir figure 1.4, p. 44 et figure 1.7, p. 60). Plutdt que
de présenter une phénocopie, du moins partielle, avec les mutants pour les Pitx et
ceux pour les Irx, les membres des souris Pax9-/- sont caractérisés par une
augmentation des condensations cartilagineuses au niveau du genou et des
métacarpes/métatarses et par la formation d’un doigt “1 surnuméraire (Peters et al.,
1998). Ce phénotype semble a priori a 1’opposé de la perte des éléments
squelettiques proximaux et antérieurs des mutants pour les Pitx et les Irx. Les auteurs
ont expliqué ce phénotype par la nécessité de I’expression de Pax9 pour la restriction
de la population exprimant Pax9 dans la région antérieure du bourgeon. Son
inactivation résulte en une prolifération cellulaire de cette population, qui se
condensera par la suite pour former des cartilages ectopiques. Ceci est a ’opposé du
phénotype engendré lors de I’inactivation des Pitx ou des Iroquois. Par conséquent, il
semble que Pax9 soit un marqueur moléculaire permettant d’observer le
développement du bourgeon de membre postérieur des deux doubles mutants plutot

qu’un acteur déterminant dans 1’obtention du phénotype observé.

4.3.2.1 Régulation de I’expression des BMPs par les Pitx et les Irx

Comme mentionnée précédemment (voir section 1.5.1, p. 65), la restriction
des domaines d’expression de Paxl, et possiblement de Pax9, est régulée par la
signalisation de la voie des BMPs. En effet, I’application de billes trempées dans

Bmp2 et/ou Bmp4 dans le domaine d’expression de Pax1 ou Pax9 avant I’induction
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de leur expression suffit a réfréner leur expression (Hofmann et al., 1998; McGlinn et
al., 2005). Or, des données recueillies au laboratoire ont montré que la transcription
de Bmp7 est suractivée dans tout le bourgeon de membre postérieur de la souris
Pitx1-/- (voir figure 4.1 A, p. 106). Ces données permettent alors de poser
I’hypothése selon laquelle I’augmentation de la signalisation par la voie des Bmps
dans le bourgeon de Pitx1-/- serait la cause du retard et de la diminution d’expression
de Pax9 au niveau antérieur du bourgeon. Pour vérifier cette hypothese, il faudrait
d’abord observer I’expression de Bmp7 a ell,5, stade durant lequel I’expression de
Pax9 est activée. Ensuite, nous devrions observer I’expression des autres Bmps
exprimés dans le mésenchyme du bourgeon de membre postérieur, Bmp2 et Bmp4,

chez les souris mutantes pour les Pitx.

Les souris mutantes pour Irx3 et Irx5 présentent aussi la perte de 1’expression
de Pax1 en plus de celle de Pax9 au niveau des bourgeons de membres postérieurs
(voir figure 1.8 D, p. 61). Comme ce domaine d’expression est restreint par les
BMPs, il est important que 1’expression de Paxl soit investiguée chez les mutants
pour Pitxl et les mutants pour Pitxl et Pitx2. Comme les embryons Pitx1-/-
présentent une augmentation de I’expression de Bmp7 dés €10,5, on peut penser que

ceux-ci présenteront une perte d’expression de Pax1.
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A BMP7

Pitx]+/- Pitx1-/-

Figure 4.1 Augmentation de I’expression de Bmp?7 dans le bourgeon de membre postérieur des
embryons PitxI-/- et modele de travail. Hybridations in sifu sur embryons entiers montrant une
augmentation de 1’expression de Bmp7 dans le bourgeon de membre postérieur des embryons Pitx/-/-
en comparaison aux embryons de type sauvage a e10,5 (A) (A. Marcil, données non-publiées).
Modele de travail : Pitx1, possiblement en coopération avec les facteur Iroquois, restreint I’expression
des Bmps dans le bourgeon de membre postérieur en développement, ce qui permet I’expression des
genes Pax] et Pax9 dans la région antérieure du bourgeon (B).

o

el0,5
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4.3.2.1.1 Premiére hypothese : Régulation directe des BMPs par les Pitx

et les Irx

A partir de ceci, nous pouvons proposer 1’hypothése selon laquelle les Pitx et
les Irx participent de concert a la répression de la transcription des BMPs dans le
bourgeon de membre postérieur en développement (voir figure 4.1 B, p. 106), ce qui
expliquerait la phénocopie observée entre les souris mutantes pour les Pitx et celles
mutantes pour les Irx. Afin de valider cette hypothése, nous devrions commencer,
comme mentionné précédemment, par des hybridations in situ pour vérifier le niveau
d’expression de Bmp2 et Bmp4 chez les embryons mutants pour Pitx1. Ensuite, pour
confirmer la participation des Irx dans la régulation de la transcription des BMPs, des
hybridations in situ montrant 1’expression de Bmp2, Bmp4 et Bmp7 devraient étre

faites chez les embryons 1rx3-/-;1rx5-/-.

4.3.2.1.2 Deuxiéme hypothese : Régulation indirecte des BMPs par les

Pitx et les Irx

Les souris mutantes pour Pitx1 ou pour Pitx1 et Pitx2 présentent un phénotype
de croissance du bourgeon de membre postérieur selon 1’axe A/P (voir figure 1.4 K-
P, p. 44) (Marcil et al., 2003). De la méme fagon, les embryons Irx3-/-;1rx5-/-
montrent aussi un amincissement du bourgeon de membre postérieur selon I’axe A/P

(voir figure 1.8 B, D, p. 61 et figure 4.2 D, H, p. 108).
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Irx3/5 KO

Glil

Figure 4.2. Maintien de I’expression de Sh/ et déplacement de la limite d’expression de Glil
chez les embryons Irx3-/-;Irx5-/-. Hybridations in situ sur embryons entiers montrant le maintien
du domaine d’expression de Shh malgré une diminution de la taille du bourgeon de membre posté-
rieur a €10,5 chez Irx3-/-;Irx5-/- (B, D) en comparaison aux embryons de type sauvage (A, C).
Hybridations in situ sur embryons entiers montrant le déplacement vers 1’antérieur de la limite
d’expression de G/il, un gene cible de la signalisation par Shh, a 10,5 et a el1,5, dans le bourgeon
de membre postérieur des embryons Irx3-/-;Irx5-/- (F, H) en comparaison aux bourgeons de mem-
bres postérieurs des embryons de type sauvage (E, G). (Avec permission de C. C. Hui, Université
de Toronto, résultats non-publiés).
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Shh est exprimé dans la région distale du mésenchyme postérieur du bourgeon
d’ou il diffuse pour transmettre 1’activation de la transcription de génes cibles tels que
Patched (Ptc), Glil et Bmp2/7 (Laufer et al., 1994; Yang et al., 1997). De plus, la
signalisation par Shh empéche la protéine Gli3 de procéder a un autoclivage qui la
transforme d’un activateur transcriptionnel en un répresseur transcriptionnel
(Goodrich et al., 1996). Le mésenchyme du bourgeon de membre présente donc un
gradient des formes activatrice/répressive de Gli3 selon I’axe allant du postérieur vers

I’antérieur.

Comme les bourgeons de membres postérieurs des mutants pour les Pitx ainsi
que ceux des mutants Irx3-/-;Irx5-/- présentent une taille réduite selon ’axe A/P
tandis que le domaine d’expression de Shh demeure intact (voir figure 4.2 A-D, p.
108), la signalisation via Shh devrait parcourir une plus grande proportion du
territoire du bourgeon selon I’axe A/P. Dans ce cas, on devrait retrouver I’activation
de la transcription des génes cibles de Shh jusqu’a une limite déplacée vers I’antérieur
selon la taille totale du bourgeon. Les bourgeons des membres postérieurs des
mutants 1rx3-/-;1rx5-/- montrent effectivement que I’expression de Glil atteint une
limite plus antérieure que chez les embryons de type sauvage (voir figure 4.2 E-H, p.
108). Le patron d’expression de Ptc devrait aussi étre observé afin de conforter notre
hypothése. Des hybridations in situ des génes Ptc et Glil devraient aussi étre faites
sur les mutants Pitx1-/- et les doubles mutants pour Pitx1 et Pitx2 afin de valider

notre hypothése chez ceux-ci.
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Comme I’expression de Bmp2 et de Bmp7 est aussi activée par la signalisation
via Shh, on peut penser que leur expression atteindrait aussi une limite déplacée vers
I’antérieur du bourgeon. Des données recueillies au laboratoire abondent en ce sens
puisque la transcription de Bmp7 est suractivée dans tout le bourgeon de membre
postérieur de la souris Pitx1-/- (voir figure 4.1 A, p. 106). Il faudrait renforcer cette
hypothése en vérifiant les patrons d’expression de Bmp2 et de Bmp7 chez les doubles

mutants pour Irx3 et Irx5.

Comme il a été démontré que 1’application de billes trempées dans les Bmps
pouvait réprimer I’expression de Paxl et de Pax9 dans le bourgeon de membre en
développement, on peut poser I’hypothése selon laquelle I’augmentation de la
transcription de Bmp7 dans le bourgeon de Pitx1-/- serait la cause de la perte

d’expression de Pax9 au niveau antérieur du bourgeon.

Afin d’établir fermement que cette surexpression de Bmp7 chez les mutants
pour les Pitx participe au phénotype observé, on pourrait croiser les souris mutantes
pour les Pitx avec celles mutantes pour Bmp7 (Dudley et al., 1995) afin d’obtenir les
souris Pitx1-/-;Bmp7+/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo;Bmp7+/- ainsi que les souris
Pitx1-/-;Bmp7-/- et Pitx1-/-;Pitx2néo/néo;Bmp7-/-. Si une atténuation ou
I’inactivation de la signalisation par Bmp7, dans un contexte d’inactivation des Pitx,
permet de secourir le phénotype normalement observé chez les mutants pour les PitX,
nous pourrons alors conclure que la surexpression de Bmp7 observée chez ces

mutants participe effectivement au phénotype.
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D’un autre c6té, il a été démontré que I’inactivation génétique de Gli3 résulte
aussi en la perte de I’expression de Pax9 dans la région antérieure du bourgeon de
membre, selon un gradient allélique. L’hétérozygote montre une réduction de
I’expression de Pax9 alors que 1’homozygote perd complétement cette expression
(voir figure 4.3, p. 112) (McGlinn, E. et al., 2005). En plus de contribuer a une
surexpression des Bmps, un déplacement vers I’antérieur de la limite de signalisation
par Shh transformerait le gradient Gli3R/Gli3A dans le bourgeon de membre. Ainsi,
une réduction de la forme répressive de Gli3 dans le bourgeon des embryons mutants
pour les Pitx peut aussi contribuer, d’une fagon indirecte, a la perte d’expression de

Pax9.

En somme, la réduction de I’expression de Pax9 chez les embryons mutants
pour les Pitx et ceux mutants pour les Irx pourrait résulter autant d’une surexpression
des Bmps ou d’une réduction de la forme répressive de Gli3, tous deux attribuables a
une augmentation de la signalisation par Shh en raison d’un défaut de croissance du
bourgeon selon 1’axe A/P. Par ailleurs, les phénotypes des souris 1rx3-/-;1rx5-/- et
Pitx1-/-;Pitx2néo/néo sont grandement semblables a celui résultant de ’inactivation
conditionnelle de Thbx4 a 10,5 par Iutilisation du transgéne Rosa-ERcre™ (Naiche
and Papaioannou, 2007). L’inactivation de Thx4 aprés I’induction de son expression
cause un défaut de croissance du bourgeon de membre postérieur selon 1’axe A/P
attribué a un défaut d’expression de Fgf8 dans le domaine antérieur de I’AER. Ce
défaut de croissance provoque un déplacement vers 1’antérieur du bourgeon de la
limite de signalisation par Shh, observée a 1’aide de 1’expression des genes Ptc et

dHand, ce qui vient conforter nos hypothéses. Il serait par conséquent intéressant de



Figure 4.3. Perte d’expression de Pax9 avec la perte d’alléles codant pour GIi3.
Hybridations in situ sur embryons entiers montrant la diminution de 1’expression de
Pax9 dans la région antérieure du bourgeon de membre postérieur a 11,5 (A, B, C) et
dans la région antérieure du bourgeon de membre antérieur a ¢12,5 (D, E, F) chez
I’hétérozygote Gli3+/Xt (B, E) et ’homozygote Gli3Xt/Xt (C, F) en comparaison aux
bourgeons des embryons de type sauvage (A, D). (Figures tirées de McGlinn, P. et al.,
Mech. Dev., 2005).
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vérifier si ces embryons présentent un retard et une réduction de I’expression de Pax9

ainsi qu’une surexpression de Bmp7 comme les embryons Pitx1-/-.
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