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Résumé

La fonction des génes Hox est étroitement liée a leur expression durant le
développement embryonnaire. Ainsi I'analyse de souris mutantes pour la fonction Hoxa5 a
révélé que ce geéne joue un rdle crucial dans la spécification du squelette ainsi que dans
I’ontogénie de plusieurs organes. Par transgeneése, nous avons défini des séquences
régulatrices incriminées dans le contréle de D’expression spatio-temporelle
développementale du gene floxal. Un fragment de 2.1 kb situé en aval du géne Hoxa$
(nommé MES) possédant une activité "enhancer" dans les dérivés mésodermiques de la
région cervicale avait précédemment été identifié. Par délétions successives de cette région,
nous avons mis en évidence la présence de plusieurs €léments régulateurs. Parmi ces
derniers, nous avons isolé deux séquences, les fragments AvEc-164 pb et PsHi-331 pb. Le
fragment AvEc-164 pb apparait essentiel au positionnement de la limite postérieure
d'expression du gene floxad au niveau de la dixieéme prévertebre. Cette limite d’expression
correspond a la limite postéricure de I’expression du transcrit fonctionnel de 1.8 kb du geéne
Hoxa5. Nous avons montré que la liaison spécifique de protéines Cdx et/ou Hox sur le
fragment AvEc-164 pb était essentielle a son activité régulatrice. Contrairement au
fragment AvEc-164 pb, le fragment PsHi-331 pb possede une activit¢ "enhancer" et
participe aux propriétés activatrices du MES. Des expériences de retard de migration
(EMSA) montrent que des protéines présentes dans des extraits d’embryons de souris
peuvent lier le fragment PsHi-331 pb. Les résultats de ces études sur la régulation du géne

Hoxa5 et leur impact sur la régionalisation de I’expression du géne seront présentés.
p g

Enfin, dans le but de mieux appréhender les diverses fonctions du géne Hoxal tout
au long du développement, nous avons géneéré un mutant conditionnel par recombinaison
homologue dans des cellules ES. Les phénotypes associés aux différents variants alléliques
obtenus ont été caractérisés et comparés a ceux préalablement décrits chez les individus

Hoxa5™".



Abstract

Hox gene functions are intimately linked to their correct developmental expression.
The study of Hoxa5 mutants revealed that this gene plays a crucial role in axial patterning
and in organogenesis. Using transgenic mice, we identified several regulatory elements that
govern Hoxa5 gene expression. Among them, a 2.1 kb mesodermal enhancer sequence
(MES) located downstream of Hoxa5 coding sequences targets transgene expression in
mesodermal derivatives at the cervico-upper thoracic level. Using a deletion analysis, we
have showed that the MES contains several regulatory sequences. Among them, two
sequences, the AvEc-164 bp and PsHi-331 bp fragments, were characterized. The AvEc-
164 bp fragment is necessary for the correct positioning of the posterior boundary of Hoxa’
expression domain at the level of prevertebra 10. This boundary corresponds to that of the
Hoxa5 1.8 kb functional transcript. Cdx and/or Hox gene products interact specifically with
the AvEc-164 bp fragment via two caudal consensus binding sites to restrict the Hoxal
gene expression domain. In contrast to the AvEc-164 bp fragment, the PsHi-331 bp DNA
fragment possesses enhancer properties and likely contributes to MES activity. EMSAs
experiments revealed that embryonic proteins bind to the PsHi-331 bp fragment. The
results of these studies on the control of Hoxaj gene transcription and their impact on

regional patterning will be presented.

In order to study the Hoxa5 gene function and its role throughout development, we
have generated a conditional null allele for the Hoxa5 gene. The phenotypes associated to
the various allelic variants produced by the targeting strategy were characterized and

compared to the previously described Hoxa5™" phenotypes.
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Glossaire

ADN

AP
ARE
ARNm
BSC

Ca
CCN
CDRE
ChIP

EMSA
GCR
HT
ION
Kb

LPM
MES
miRNA
nt

pb

PS
PSM

pv

RACE
RAR
RARE
RXR

SNC
SP

TALE
UTR

: acide amine

: acide désoxyribonucléique

. acide ribonucléique

: antéropostérieur

: élément d’autorégulation

: ARN messager

: Brachial Spinal Cord

: vertebre cervicale

: vertebre caudale

: cellule de la créte neurale

: ¢lément de réponse au Cdx

: immunoprécipitation de la chromatine
: stade embryonnaire

: essai de retard sur gel

: région de contréle global

. hétérozygote

: noyau olivaire inférieur

: kilobase

: vertebre lombaire

: mésoderme de la plaque latérale

: Mesodermal Enhancer Sequence

: micro ARN

: nucléotide

: paire de base

: ligne primitive

: mésoderme présomitique

: prévertebre

: thombomeére

: acide rétinoique

: amplification rapide des extrémités des ADN complémentaires
: récepteur de 1’acide rétinoique

: ¢lément de réponse a I’acide rétinoique
: récepteur des rétinoides X

: somite

: vertébre sacrale

: systeéme nerveux central

: protéine de surfactant

: vertebre thoracique

: Three Amino Acid Loop Extension
: UnTranslated Region
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Chapitre I : Introduction

Le développement d’un organisme multicellulaire, a partir d’un ceuf fertilisé, est un
processus complexe qui nécessite [’expression différentielle de I'information génétique
selon un patron spatio-temporel précis. La compréhension des mécanismes moléculaires
développementaux, nécessaires a [’obtention d’un organisme complexe, implique
’existence d’un contrdle hiérarchique comprenant des geénes régulateurs, qui régissent la
cascade des événements génétiques, capables de moduler et diriger I’expression de génes
structuraux de fagon a bien spécifier le devenir développemental des différentes régions de
organisme. L’étude de la génétique développementale de la mouche du vinaigre,
Drosophila melanogaster, a permis de révéler I'importance de plusieurs classes de génes
indispensables au développement embryonnaire. Par la suite, la biologie développementale
a pris son essor avec I’utilisation de mammiféres comme mode¢le d’étude, notamment la
souris. Associ¢ a |’avenement de nouvelles techniques expérimentales, qui permettent
I’étude spécifique de genes en altérant leur expression, il a été possible d’identifier des

genes indispensables au développement des mammiferes.

L’identification de familles de génes essentiels a notamment été menée par des
¢tudes d’homologie de séquences avec les génes préalablement décrits chez la drosophile.
Parmi ceux-ci, on retrouve les génes Hox dont fait partie le géne Hoxa5 qui est le modéle
d’étude des travaux présentés dans cette these. Les facteurs de transcription codés par les
membres de la famille des génes Hox contrdlent les processus menant aux différences
morphologiques observées le long de I’axe antéropostérieur (AP) chez tous les métazoaires.
Ces geénes homologues a ceux du complexe HOM-C chez Drosophila melanogaster
agissent sur des geénes cibles impliqués dans des événements morphogénétiques qui
definissent I'identité régionale de [’embryon en développement. Il est maintenant
clairement établi que les geénes Hox jouent un rdle primordial dans 1’établissement du
squelette axial, du squelette appendiculaire, ainsi que dans de nombreux processus

d’organogenése. Toutefois, beaucoup reste a découvrir sur les modes d’action et de

régulation des génes Hox. La compréhension de tels mécanismes moléculaires qui



contrdlent, via les génes Hox, la bonne organisation et la topologie des structures, serait une
avancée pour 1’analyse du développement chez les mammiféres. Ainsi, beaucoup d’études
sont actuellement en cours pour définir la fonction exacte de chacun de ces génes et les
différents mécanismes de régulation qui contrélent leur expression spatiale et temporelle.
L’¢étude et la compréhension des cascades de signalisation, impliquant les génes Hox,
nécessitent 1’identification des molécules régulatrices et des molécules cibles. De méme, de

nombreuses questions restent en suspens concernant la fonction post-natale des génes Hox.

Dans le laboratoire, nous utilisons le gene Hoxa5 comme modele d’étude des genes
Hox. En effet, de par sa position centrale et son implication dans de nombreux processus
d’organogenese, ce géne est un modéle puissant. Trois axes de recherche majeurs sont
¢tudiés dans le laboratoire, a savoir : la compréhension du réle développemental du géne
Hoxal, 1’élucidation du réle postnatal du géne et finalement ’étude des mécanismes de
régulation qui gouvernent son expression. D’une part, I’¢tude des roles développementaux
et postnataux est basée sur I’étude de souris mutantes pour la fonction du gene Hoxal
générée par le Dr Jeannotte (Jeannotte et al., 1991; Jeannotte et al., 1993). L’étude de ces
souris a révélé de nombreux phénotypes au niveau du squelette axial, appendiculaire ainsi
que dans différents processus d’organogenese. D’ autre part, une approche par transgenése
est utilisée pour I’identification des éléments régulateurs qui gouvernent [’expression
spatio-temporelle du géne Hoxa5 pendant le développement embryonnaire (Tuggle et al.,
1990; Larochelle et al., 1999; Nowling et al., 1999; Moreau et Jeannotte, 2002). Ce dernier

aspect constituera I’essentiel des travaux présentés dans cette these.

Dans ce chapitre d’introduction, une bréve description de la découverte des génes
homéotiques chez la drosophile sera présentée. Par la suite, les connaissances actuelles
concernant la régulation et la fonction des génes Hox seront abordées. Ensuite, la régulation
et la fonction spécifique du géne Hoxal, notre modele d’étude, seront détaillées. Enfin, les

objectifs de mon projet de recherche au doctorat seront définis.



1.1. Les geénes Hox : de la drosophile aux mammiferes

En 1894, le généticien William Bateson espérait étendre au régne animal les lois de
I’hérédité de Mendel jugées jusqu’alors valables pour le seul régne végétal. Pour cela, il
croisa des populations de drosophiles, dans 1’espoir d’obtenir des individus mutants. Un
jour, il trouva un cadavre de mouche présentant une paire de pattes en lieu et place des
antennes. En fait, un géne, s’exprimant ordinairement dans le segment thoracique ol sont
localisées les pattes, s’était exprimé dans un autre segment, celui de [a téte, mais avec le
résultat habituel, soit 1’apparition d’une paire de pattes (figure 1.1). Bateson décide de

nommer « homéose » ce phénomene de changement d’identité des segments.

1.1.1. Les génes Hox de la drosophile

Le plan corporel général de la drosophile est le méme chez ’embryon, la larve et
I’adulte. Il comprend une séquence d’unités segmentaires répétitives logées entre une téte et
une queue. Trois de ces segments forment le thorax et huit autres I’abdomen. Chaque
segment de la mouche adulte a son identité propre. Le premier segment thoracique, par
exemple, présente des pattes, le second des ailes et des pattes et le troisiéme des pattes et

des haltéres.

La polarité antéropostérieure de 1’embryon dérive des geénes a effet maternel qui
produisent des ARN messagers (ARNm) distribués dans différentes régions de 1’ceuf.
Ceux-ci codent pour des protéines qui contrdlent I’expression de certains geénes zygotiques.
Parmi ces genes a effet maternel, on retrouve les geénes bicoid et hunchback qui contrélent
la formation des structures antérieures de la téte et du thorax. Les genes nanos et caudal,
quant a eux, controlent la formation des segments abdominaux (Nusslein-Volhard et
Wieschaus, 1980). Les génes zygotiques contrdlés par les facteurs maternels appartiennent
a la famille des genes de segmentation qui ont pour fonction de subdiviser 1’embryon en

unités répétitives : les segments.
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1.1.1.1. Les génes de segmentation
Les geénes de segmentation divisent I’embryon en 14 parasegments qui englobent la
portion postérieure d’un segment et la partie antérieure du segment suivant (Martinez-Arias

et Lawrence, 1985).

1.1.1.1.1. Les génes gap

Les geénes gap font passer I’embryon du stade caractérisé par les gradients de
morphogenes, codés par les génes a effet maternel, a un stade ol I’embryon comporte des
unités distinctes. Ils sont contrélés par les geénes a effet maternel et divisent I’embryon en
larges régions comportant plusieurs ébauches de parasegments. La mutation des génes gap
se traduit par un manque de segments contigus (Nusslein-Volhard et Wieschaus, 1980). Il
existe 9 genes gap : kriippel, knirps, hunchback, giant, tailless, huckebein, buttonhead,
empty spiracles et orthodenticles. Aprés 1’établissement des domaines spécifiques aux
différents génes gap par les génes a effet maternel, 1’expression est stabilisée et maintenue

par répression mutuelle entre les genes gap (Jickle et al., 1986; Harding et Levine, 1988).

1.1.1.1.2. Les génes de parité segmentaire ou « pair-rule »

Ces geénes sont contrdlés par les génes gap pour diviser I’embryon en parasegments.
En effet, une bande verticale de noyaux exprimant un géne pair-rule, est suivie par une
autre bande de noyaux qui ne ’exprime pas, la bande suivante le ré-exprimant a nouveau.
Ceci résulte en un embryon zébré le long de 1’axe AP, ce qui divise I’embryon en sous-
unités (Hafen et al., 1984). Les génes pair-rule sont au nombre de 8 : hairy, even-skipped,
runt, fushi tarazu, paired, odd-paired, odd-skipped et sloppy-paired. L’expression de
chaque gene de parité segmentaire en 7 bandes divise I’embryon en quatorze parasegments.
De plus, chaque parasegment exprime une combinaison particuliére et unique de produits

pair-rule qui activeront les génes de polarité segmentaire.



1.1.1.1.3. Les génes de polarité segmentaire

L’activité des génes de polarité segmentaire se trouve a la frontiére entre les
processus de segmentation AP, contr6lés par les geénes pair-rule et les processus
d’établissement de I’identité de chaque segment, contrdlés par les geénes sélecteurs. Des
mutations dans ces geénes (engrailed, wingless, cubitus interruptus, hedgehog, fused,
armadillo, patched, gooseberry et pangolin) entrainent des défauts dans le clivage des
parasegments. Par exemple, la mutation du géne gooseberry (gsb) entraine le remplacement
de la partie postérieure d’un segment, ol le géne est normalement exprimé, par la
duplication de la partie antérieure du segment suivant (Pazdera et al., 1998). D autre part,
les geénes engrailed et wingless sont exprimés dans des cellules adjacentes, dans la partie
postérieure de chaque segment, et leur expression est interdépendante. L activation du géne
engrailed se fait dans les trois rangées de cellules localisées dans la partie antérieure des
segments et qui présentent un haut niveau de even-skipped, fushi tarazu ou paired. On
retrouve ainsi 1’expression du gene engrailed dans 14 bandes transversales qui marquent la
limite antériecure de chaque parasegment (Bopp et al., 1986). Le géne wingless est controlé
de fagon inverse et en conséquence wingless est exprimé uniquement dans les rangées de
cellules n’exprimant pas engrailed (Simmonds et al., 2001). Ces deux génes activent la
transcription de génes comme hedgehog qui, en combinaison avec les produits d’autres

genes comme naked et patched, délimitent les parasegments (Lawrence et al., 1999b).

1.1.1.2. Les génes homéotiques sélecteurs

Apres ’établissement des limites segmentaires, les structures spécifiques a chaque
segment se mettent en place. Cette spécification fait intervenir les génes homéotiques
(Lewis, 1978). Ils sont au nombre de huit chez la drosophile et groupés en deux complexes
situés sur le chromosome 3. Le premier, le complexe Antennapedia, contient les génes
labial (lab), antennapedia (Antp), sex comb vreduced (Scr), deformed (Dfd) et
proboscipedia (pb). Les geénes labial et deformed spécifient les segments céphaliques alors
que sex comb reduced et antennapedia speécifient les segments thoraciques. Le geéne
proboscipedia ne semble avoir aucune fonction chez I’embryon mais son absence se
traduit, chez 1’adulte, par une transformation des structures labiales en pattes (Wakimoto et

al., 1984; Kaufman et al., 1990). Le deuxieme complexe, le complexe bithorax (Lewis,



1978), contient les génes wltrabithorax (Ubx), essentiel 4 I’identité du troisieme segment
thoracique, ainsi que les génes abdominal A (abdA) et abdominal B (AbdB) responsables de
’identit¢é des segments abdominaux (Sanchez-Herrero et al., 1985). La région
chromosomique, qui englobe les deux complexes, est appelée le complexe homéotique
(HOM-C). De fagon intéressante, les genes sont exprimés dans le méme ordre selon ’axe
AP que la fagon dont ils sont ordonnés le long du chromosome (Lewis, 1978). Aprés ses
premiéres études des génes du complexe bithorax, E. Lewis, prix Nobel en 1995 pour ces
travaux, avait conclu que les génes homéotiques commandent le positionnement des
cellules embryonnaires le long de ’axe AP de la mouche. Autrement dit, ils indiquent aux

cellules qu’elles font partie de la téte, du thorax ou de ’abdomen.

La mutation des génes homéotiques chez la mouche cause des phénotypes dits
homéotiques, ou les identités segmentaires spécifiques sont modifiées. Par exemple, une
mutation dans les séquences régulatrices du gene ultrabithorax entraine la transformation
du troisieme segment thoracique (normalement porteur d’haltéres) en un deuxieme second
segment, normalement porteur d’ailes (Fernandes et al., 1994). Il en résulte une mouche a
quatre ailes (figure 1.1) ; (Lewis, 1978). De la méme fagon, lorsque le géne antennapedia
est exprimé dans la téte, les individus présentent des pattes a la place des antennes (figure
1.1) ; (Kaufman et al., 1990). Quand ce méme gene n’est pas exprimé dans le second
segment thoracique, des antennes poussent a la place des pattes (Struhl, 1981). La mutation
du géne sex comb reduced a cela d’inhabituel qu’elle présente aussi bien une
transformation de postériorisation des structures labiales en structures maxillaires, qu’une
transformation d’antériorisation du segment thoracique T2 en T1 (Wakimoto et Kaufman,

1981; Struhl, 1983; Pattatucci et al., 1991; Pederson et al., 1996).

1.1.1.3. Etablissement des domaines d’expression des génes homéotiques
Les domaines d’expression des génes homéotiques ont ¢été¢ analysés, entre autres,

par hybridation in situ et des transcrits de chaque geéne ont été détectés dans des régions

spécifiques de I’embryon (figure 1.2) ; (Harding et al., 1985; Akam, 1987). Ces domaines

d’expression sont initialement définis par les génes gap et de parité segmentaire qui
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répriment I’expression d’un gene spécifiant une partie donnée du corps dans les régions ol
sa fonction n’est pas nécessaire. Ainsi, ’expression des génes abdA et AbdB est réprimée
dans la téte et le thorax par I’action des geénes kriippel et hunchback (Casares et Sanchez-
Herrero, 1995). Le géne antennapedia est, quant a lui, activé par le géne hunchback dans le

parasegment 4 qui spécifie le deuxieme segment thoracique (Wu et al., 2001).

1.1.1.4. Maintien des domaines d’expression des génes homéotiques

Bien que les génes homéotiques soient exprimés dés les premiers stades de
I’embryogenese chez la mouche, leur fonction est requise pour maintenir 1’identité des
cellules durant tout le développement (Struhl, 1982). Le mécanisme impliqué pour la
persistance de leur expression est cependant indépendant de leurs activateurs originaux. En
effet, I'expression des geénes a effet maternel, des genes gap et des genes de parité
segmentaire est transitoire. Une fois [’expression des genes homéotiques initiée par les

genes de segmentation, les patrons d’expression sont maintenus par différents mécanismes.

1.1.1.4.1. L’autorégulation

De nombreux genes homéotiques maintiennent leur domaine d’expression par un
processus d’autorégulation. Pour exemple, la fonction du géne Dfd est requise pendant une
grande partie du développement pour spécifier correctement le développement de la téte.
Le maintien de son domaine d’expression se fait par un mécanisme d’autorégulation
positive de la protéine Dfd sur sa propre unité transcriptionnelle (Kuziora et McGinnis,
1988). De la méme fagon, le produit du géne Ubx est capable de reconnaitre des séquences
régulatrices de son propre gene (Casanova et al., 1985; Casanova et al., 1987, Peifer et al.,
1987). Enfin, le produit du gene labial aurait un effet d’autorégulation négative sur son

propre promoteur (Chouinard et Kaufman, 1991).

1.1.1.4.2. Régulation croisée entre les génes homéotiques

Un autre mécanisme de régulation permettant le maintien des domaines
d’expression des différents génes homéotiques fait intervenir une régulation croisée entre
les différents produits des génes homéotiques. Par exemple, le géne Anép est exprimé dans

la région postérieure de I’embryon lorsque le géne Ubx est muté. Ainsi, le produit du géne



Ubx réprimerait I’expression du géne Antp dans la partie postérieure de I’embryon (Hafen
et al., 1984). De méme, le géne Ubx serait controlé par des genes postérieurs tels que abdA
et AbdB (Struhl et White, 1985; White et Wilcox, 1985). Dans certains cas, cette régulation
croisée peut étre dépendante du tissu. Ainsi, Antp régule négativement Scr dans 1’épiderme

et ’active dans le mésoderme viscéral (Reuter et Scott, 1990).

Autre fait intéressant, lorsque les génes homéotiques sont exprimés de fagon
ectopique, ils induisent des changements phénotypiques mais seulement dans des parties
antérieures a leur domaine normal d’expression (Mann et Hogness, 1990). Ainsi,
’expression du géne Ubx sous contréle du promoteur du geéne hsp70 entraine des
transformations dans les segments céphaliques et thoraciques, régions antérieures au
domaine d’expression habituel du géne Ubx, qui se retrouvent transformés en segment de
type abdominal (A)1. Par contre, aucun effet au niveau du domaine normal d’expression du
gene n’est observé, de méme que dans les parties postérieures a ce domaine d’expression
ol le produit du géne AbdB empéche la protéine Ubx d’étre active. Cette inactivation
fonctionnelle a été appelée suppression phénotypique (Gonzalez-Reyes et Morata, 1990;
Mann et Hogness, 1990). Autrement dit, la perte d’effet dans les régions postérieures ne
peut s’expliquer que par une inactivation fonctionnelle de la protéine homéotique par les
produits des geénes Hox résidents. Dong, si le géne suppresseur est absent, le produit dirigé
par le promoteur d’expression ectopique est actif. De plus, lorsque l’expression de
I’ensemble des genes homeéotiques est simultanément déréprimée par mutation du gene
extra sex comb (esc), un membre de la famille Polycomb (Section 1.1.1.3.3), le patron de
segmentation résultant est dicté par le géne agissant le plus postérieurement (Duboule et

Morata, 1994).

Chez la drosophile, les mécanismes moléculaires impliqués dans les processus de
suppression phénotypique font intervenir des mécanismes de suppression transcriptionnelle
et fonctionnelle des génes homéotiques postérieurs sur les génes homéotiques antérieurs
(Bachiller et al., 1994, Duboule et Morata, 1994; Peichel et al.,, 1997). Par exemple, le
spectre de spécificité de liaison & ’ADN de plusieurs génes homéotiques se superpose. Il
est possible que, dans les endroits oli plusieurs protéines homéotiques sont coproduites, des

sites d’autorégulation soient occupés et bloqués par le produit suppresseur. Ceci se
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traduirait alors par une modulation de la transcription (Capovilla et Botas, 1998). Par
exemple, 1'expression du gene decapentaplegic (dpp) est contrélée positivement par le
produit du gene Ubx dans le parasegment 7 et négativement par le produit du géne abdA4
dans les parasegments 8 a 12. Cette régulation se fait par I'intermédiaire d’une séquence
activatrice de 680 pb spécifique pour 1’expression dans le mésoderme viscéral (Panganiban
et al., 1990; Reuter et al., 1990). L’étude de cette séquence montre que lorsqu’un géne Hox
agit comme répresseur de I’expression d’un gene, il prédomine sur ceux qui fonctionnent
comme activateurs. Ainsi, le géne abdA, répresseur du géne dpp, domine sur le géne Ubx
qui est un activateur du gene dpp. De ce fait, la suppression phénotypique impliquerait une
dominance de la répression sur I’activation. Toutefois, la liaison des protéines Ubx et abdA
ayant lieu sur des sites différents, il n’y aurait pas de compétition directe (Li et McGinnis,
1999). Enfin, les génes postérieurs agiraient par répression des génes cibles activés par les
génes homéotiques plus antérieurs. Cependant, ces génes suppresseurs doivent aussi agir
comme activateurs de certaines cibles et dans ce cas, on peut suggérer que la régulation
croisée entre les génes homéotiques (un geéne postérieur réprimant les plus antérieurs)
permettrait de s’assurer de la dominance des genes homeéotiques postérieurs (Capovilla and

Botas, 1998).

1.1.1.4.3. Régulation par les membres des familles Polycomb et trithorax

Enfin, il existe un autre mécanisme de régulation des domaines d’expression des
geénes homeotiques qui fait intervenir les protéines des groupes Polycomb (Pc) et Trithorax
(Trx). Les embryons mutants pour les produits Pc meurent en présentant tous les segments
transformés en segment abdominal A8 (Struhl, 1983). Chez le mutant du geéne Polycomb,
on retrouve une transformation du second segment thoracique en troisieme segment
thoracique résultant en une duplication des peignes sexuels. Ces phénotypes résultent d’une
expression ectopique des génes homéotiques. En effet, chez les mutants du groupe Pe, les
geénes Antp, Scr, Ubx, abdA et AbdB sont exprimés incorrectement (Beachy et al., 1985;
Carroll et al., 1986; Wedeen et al., 1986; Riley et al., 1987; Celniker et al., 1989; Simon et
al., 1992). La mutation du gene extra sex comb résulte en des transformations similaires &
celles observées chez les mutants Pe, soit avec une expression ectopique des geénes Ubx et

Antp (Struhl, 1983; Glicksman et Brower, 1988). Les produits des genes Polycomb
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joueraient un réle de répresseur, pour restreindre 1’expression de chaque géne homéotique a
un domaine défini ol son expression a été induite par les geénes de segmentation, en
compactant localement la chromatine dans des structures stables d’hétérochromatine pour
limiter I’accés des facteurs de transcription & I’ADN. A I’opposé, les produits des genes du
groupe trithorax auraient pour role de faciliter I’accés de I’ADN aux molécules activatrices
et 4 la machinerie transcriptionnelle (Kennison, 1993; Peterson et Tamkun, 1995). Ainsi le
gene brahma contribue au complexe SWI/SNF de la drosophile qui permet le relachement
de la structure de la chromatine pour la rendre accessible a la machinerie transcriptionnelle.
Le gene brahma antagonise donc le réle répresseur des génes Pc en facilitant I’accessibilité
d’activateurs aux séquences régulatrices des geénes homéotiques (Pazin et Kadonaga, 1997).
Ainsi, plusieurs modes de régulation sont nécessaires pour restreindre ’expression des
génes homéotiques a des régions spécifiques le long de I'axe de I’embryon et qui

définissent le domaine fonctionnel de chacune des protéines homéotiques.

1.1.1.5. Les protéines homéotiques

Les genes homéotiques partagent une séquence commune de 180 pb, appelée boite
homéo, découverte par homologie de séquence entre les génes Antp, fiz et Ubx (McGinnis
et al., 1984; Scott et Weiner, 1984). La séquence protéique codée par la boite homéo,
appelée domaine homéo, est une séquence protéique de soixante acides aminés organisée
en structure hélice-tour-hélice capable de lier I’ADN de fagon spécifique (Desplan et al.,
1985; Hoey et Levine, 1988). Les produits des génes homeotiques sont donc des facteurs de
transcription qui contrdlent les destinées cellulaires en liant I’ADN, via leur domaine
homéo, pour activer ou réprimer les génes cibles appelés genes réalisateurs (Affolter et al.,
1990). Ainsi, la protéine Antennapedia reconnait des séquences régulatrices activatrices des
geénes homothorax et eyeless qui sont impliqués dans la formation des antennes et des yeux
(Casares et Mann, 1998; Plaza et al., 2001). De méme, une combinaison des protéines Ubx
et abdA peut bloquer la transcription du géne distal-less dans 'abdomen (Castelli-Gair et
Akam, 1995). Depuis sa découverte chez la drosophile, 1'utilisation, comme sonde, de la
séquence correspondante a la boite homéo, a permis de mettre en évidence la présence de

génes homéotiques (genes Hox) chez tous les métazoaires étudiés a ce jour.
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1.2. Les génes Hox des vertébrés

1.2.1. Organisation génomique des complexes Hox des vertébrés
Les analyses phylogénétiques moléculaires des séquences ont permis de mettre en
¢vidence plusieurs classes distinctes de génes a boite homéo dont les deux classes
principales sont constituées des genes Hox de type Antennapedia (Antp) et des génes de
type Paired (PRD). On retrouve également des classes plus divergentes telles les LIM,
POU, SINE et TALE (Holland et Takahashi, 2005). La classe TALE est inhabituelle car
son domaine homéo contient 63 acides aminés au lieu de 60 (TALE = Three Amino acid
Loop Extension). Récemment, des études de génomique comparative ont permis de
subdiviser les génes homéotiques de type Antennapedia en trois groupes : les génes Hox, le

complexe ParaHox et le complexe NK (Garcia-Fernandez, 2005).

La comparaison des génes Hox suggere qu’ils dérivent tous d’un complexe ancestral
commun (Valentine et al., 1996). C’est la complexification des organismes qui serait a
’origine de I’accroissement du nombre des génes Hox chez les différentes espéces (Nam et
Nei, 2005). En effet, une augmentation du nombre des genes Hox permettrait
I"augmentation de la complexité morphologique axiale (Ruddle et al., 1994). En particulier,
I’apparition des chordés et des vertébrés corrélerait avec la duplication des complexes.
Chez les vertébrés, les génes Hox auraient évolué en se dupliquant a deux reprises, ces
événements ayant eu lieu trés t6t dans I’évolution. La perte de génes individuels serait un
événement secondaire, le tout résultant en la présence de complexes Hox multiples (Hoegg

et Meyer, 2005).

En conséquence, on retrouve chez 1’humain et la souris, 39 genes Hox de type Anip.
Ces genes sont organisés en quatre complexes, identifiés Hox4 a D, qui sont localisés sur
les chromosomes 7, 17, 12 et 2 chez I"humain, et 6, 11, 15 et 2 chez la souris (figure 1.3).
Chacun des complexes comporte entre 9 et 11 génes (McGinnis et Krumlauf, 1992). Par
analyse de séquences, les génes Hox ont été classés en 13 groupes de génes paralogues qui
présentent une homologie de séquence et des propriétés équivalentes puisque les produits

des geénes d’un méme groupe paralogue pourraient étre fonctionnellement équivalents
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(Greer et al., 2000). Ainsi, chacun des génes peut avoir un ou plusieurs €équivalents dans les
autres complexes et étre relié a un orthologue dans le complexe HOM-C de drosophile

(figure 1.3).

Chez la souris, I’expression des génes Hox est initiée au jour embryonnaire (E) 7.5,
au niveau de la ligne primitive (PS), avec un domaine d’expression qui s’étend par la suite
dans le tube neural et le mésoderme jusqu’a ce qu’une frontiere rostrale prédéterminée soit
atteinte (Deschamps et Wijgerde, 1993; Roelen et al., 2002; Oosterveen et al., 2003a).
Comme cela a été démontré pour les génes du complexe HOM-C, la conservation de
I'organisation des genes dans chaque groupe est associée a la conservation de leur
expression spatio-temporelle durant 1’embryogenese (Lewis, 1978; Krumlauf, 1994).
Autrement dit, les génes situés en 3” des complexes présentent une expression plus précoce
et dans des domaines plus antérieurs que les génes situés plus en 5°. Chaque gene Hox étant
exprimé dans des régions discrétes mais qui se chevauchent, il a été proposé que la
combinaison spécifique des protéines fHox (qualitative et quantitative) dans une région
donnée, définit une adresse génétique unique qui détermine les caractéristiques propres a
cette méme région (Kessel et Gruss, 1991). Cette adresse génétique, que 1’on appelle code
Hox, serait a Iorigine du développement des différentes structures embryonnaires le long
des axes (Duboule, 1998).

1.2.2. Régulation des génes Hox des vertébrés

Les mécanismes qui gouvernent [’expression spatio-temporelle des geénes Hox sont
organisés selon une hiérarchie qui reflete les décisions développementales qui précedent
I’activation des genes Hox. Une étape critique, dans la dissection de cette hiérarchie
moléculaire, est I’examen de la régulation transcriptionnelle des génes Hox. Elle nécessite
d’isoler les ¢léments régulateurs situés en cis et d’identifier les facteurs agissant en trans
qui lient ces séquences. L’activité de ces facteurs représente un des premiers niveaux de

cette hiérarchie.
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1.2.2.1. Régulation transcriptionnelle des génes Hox

1.2.2.1.1. Les séquences régulatrices situées en cis des génes Hox

Les analyses des séquences régulatrices des génes Hox, menées par transgenése, ont
permis d’identifier des séquences activatrices agissant localement. Ces derniéres sont
capables de reproduire en partie les patrons d’expression endogeéne spécifiques des génes
Hox qu’ils contrdlent. Par exemple, quatre régions régulatrices ont été décrites pour le géne
Hoxb3 (figure 1.4). Trois éléments neuraux sont nécessaires pour diriger 1’expression
précoce du géne dans le systéme nerveux central (SNC) dés le stade E8.5. L’un d’entre eux
est responsable de 1’expression neurale la plus antérieure dans le rhombomere (r) 5 (défini a
la section 1.2.2.1.2.1) et un autre dirige I’expression neurale postérieure tardive (figure 1.4).
Ce dernier élément est partagé avec le gene Hoxb4. Le quatrieme élément dirige
I’expression dans le mésoderme paraxial jusqu’au niveau de la premiere vertebre cervicale,
région qui s’avere étre la limite antérieure du domaine d’expression du geéne. Ainsi, la
région intergénique de 22 kilobases (kb), située entre les genes Hoxb3 et Hoxb4, contient
toutes les séquences régulatrices nécessaires pour I’expression du géne Hoxb3 a différents
moments du développement (Kwan et al., 2001). Concernant le géne Hoxb4, des études de
transfection cellulaire ont permis de définir quatre éléments régulateurs (a, b, ¢ et d) dont
trois agissent de fagon négative (figure 1.4). L’¢élément a agit de fagon cellule spécifique
puisqu’il agit de fagon plus prononcée dans des cellules de carcinome embryonnaire
comparées aux cellules de neuroblastome. Les éléments b et d, localisés en cis dans le 5’
UTR, agissent en diminuant le niveau de production des ARNm. Les ¢léments a et d
agissent de fagon additive et peuvent réguler les deux promoteurs décrits pour le géne.
Enfin, il existe aussi un élément régulateur positif c, situé en 3’, qui est responsable du
positionnement de la fronti¢re antérieure dans le SNC (Gutman et al., 1994). L.’ensemble
des mécanismes qui contrdlent I’expression des genes Hoxb3 et Hoxb4 est présente dans la
figure 1.4 (Kwan et al., 2001). Par ailleurs, cinq séquences régulatrices sont nécessaires a
I’expression adéquate du gene Hoxa3 (figure 1.4) ; (Manzanares et al., 1999a). Enfin, des
séquences régulatrices nécessaires a ’expression spécifique des geénes Hoxal, Hoxbl,
Hoxa2 et Hoxb2 dans le cerveau postérieur ont été rapportées (Sham et al., 1993; Marshall
et al., 1994; Studer et al., 1994; Frasch et al., 1995; Pépperl et al., 1995; Nonchev et al.,
1996b; Manzanares et al., 1997; Manzanares et al., 1999a).
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1.2.2.1.1.1 Le partage et la sélectivité des séquences régulatrices entre génes Hox voisins
Le partage de séquences régulatrices est un mécanisme alternatif opérant en cis pour

coordonner I’expressions de génes Hox voisins. Ainsi, la mutation d’un élément
responsable de I’expression du géne Hoxdl! dans le mésoderme paraxial affecte aussi le
niveau des transcrits du géne Hoxdl0 suggérant un partage de cet élément régulateur
(Zakany et al., 1997b). De méme, un autre élément régulateur du géne Hoxdl1, partagé
avec le géne Hoxdl0, agit comme répresseur transcriptionnel pour limiter 1’extension
antérieure de I’expression des deux genes le long de la colonne vertébrale (Gérard et al.,
1996). De fagon similaire, un élément positif, localisé dans I’intron du géne Hoxb4, peut
fixer les frontieres d’expression du gene dans le tube neural de la méme fagon que pour le
geéne Hoxb5 suggérant a nouveau un partage de cette séquence et son implication dans la
régulation des deux genes (Whiting et al.,, 1991). Un élément activateur, situé¢ dans la
région intergénique, dirige ’expression des genes Hoxb4 et Hoxb5 dans les somites (s)
jusqu’a s7/8 (figure 1.5). Enfin, un élément activateur, préalablement décrit pour
I’expression du géne Hoxh6 dans les membres, est capable d’activer le promoteur du géne
Hoxb5 (Sharpe et al., 1998). Comme mentionné a la section 1.2.2.1.1, I’élément régulateur
positif responsable du positionnement de la frontiére antérieure du gene Hoxb4 dans le

SNC est partagé avec le géne Hoxb3 (figure 1.5) ; (Gutman et al., 1994; Gould et al., 1997).

La capacité des genes Hox a partager des éléments régulateurs souleéve des questions
sur les processus impliqués dans la spécificité des différents éléments régulateurs menant a
I’établissement et a la maintenance de patrons d’expression spatio-temporelle distincts. La
sélectivité, c¢’est a dire une incompatibilité entre certains ¢léments activateurs et certains
promoteurs, pourrait &tre 'un d’entre eux. Ce mécanisme est illustré par I’¢lément
régulateur, partagé avec le géne Hoxb5, pour I’expression du gene Hoxb4 dans le tube
neural et dans les membres. En effet, cet élément n’induit 1’expression du gene Hoxb5 que
dans le tube neural suggérant une incompatibilité avec le promoteur du geéne Hoxb5 pour
I’expression dans les membres (figure 1.5). De plus, cette méme région montre une
sélectivité temporelle vis-a-vis des promoteurs de ces deux geénes pour diriger I’expression
dans le tube neural. En effet, I’expression du gene Hoxb5 y est plus tardive que celle du

gene Hoxb4. Pareillement, 1’élément positif nécessaire pour I’expression des genes Hoxb5
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et Hoxb6 dans les membres montre une sélectivité d’action pour I’expression du géne
Hoxb6 dans le SNC, les membres et le mésoderme (figure 1.5) ; (Sharpe et al., 1998). Un
dernier mécanisme de régulation serait la compétition entre promoteurs. Par exemple,
I’élément qui dirige I’expression neurale des génes Hoxb4 et Hoxb5 active de fagon
identique les promoteurs des deux genes lorsqu’ils sont testés individuellement. Par contre,
lorsque les deux séquences promotrices sont testées en méme temps, on observe une

préférence pour le promoteur du géne Hoxb4 (Sharpe et al., 1998).

En plus des séquences régulatrices situées a proximité des genes, certaines études
ont réveélé la présence de séquences régulatrices localisées a distance des complexes des
geénes Hox. Par exemple, un élément régulateur du géne Hoxc8, nécessaire pour le maintien
de la frontié¢re antérieure de 1’expression dans le tube neural et les somites, est situé entre
11 et 19 kb en aval du site d’initiation du géne (Bradshaw et al., 1996). Les genes Hoxd10 a
Hoxd[3 sont nécessaires pour le développement des membres et du systéme urogénital
(Section 1.3.2.5) ; (Zakany et al., 1997b). Des geénes non Hox, Evx2 et lunapark (Lnp), sont
localisés en amont du géne Hoxdl3 et présentent tous deux une expression mésenchymale
dans la partie distale du membre en développement ainsi que dans le bourgeon génital
similaire a I’expression des génes Hoxd10 a Hoxdl3 (Spitz et al., 2003). La conservation de
ces domaines d’expression entre les genes localisés en 5° du complexe HoxD et des génes
situés en dehors du complexe est contrlée par une région d’ADN agissant comme
régulateur global localisée en 5’ du géne Lnp (Spitz et al., 2001a). Cette région regrouperait
différents ¢léments activateurs capables de diriger I’expression dans le tube neural, dans la
partie distale des membres et dans le bourgeon génital, de génes localisés dans le voisinage
du geéne Hoxdl3 entre les stades E10.5 et E13.5. L’élément activateur distal pour les
membres a été situé dans une région de 54 kb localisée 200 kb en 5° du géne Hoxd!3 (Spitz
et al,, 2003). Une autre démonstration de la présence de cette région régulatrice globale
provient de I’étude de la mutation du geéne ulnaless ol I’expression de plusieurs genes
HoxD postérieurs est perturbée sans qu’aucune modification structurale ne soit apparente
au sein du complexe HoxD. La mutation ulnaless doit donc affecter cette région activatrice
globale pour les membres (Hérault et al., 1997, Peichel et al., 1997). Ainsi, cette région
activerait les genes situés dans un domaine génomique donné plutdt que sur des promoteurs

sélectionnés. Enfin, la séparation du complexe HoxD, entre les génes Hoxd10 et Hoxdl1,
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résulte en une partition des domaines d’expression des deux genes suggérant que les geénes
du complexe HoxD sont controlés par différentes séquences activatrices globales localisées
de part et d’autre du complexe (figure 1.6). Apreés séparation du complexe, les génes restent
sous controle des activateurs par rapport auxquels ils n’ont pas ¢ét¢ déplacés et perdent

I"influence de ceux dont ils se sont éloignés (Spitz et al., 2005).

Par ailleurs, les geénes des complexes Hox doivent étre isolés des éléments
régulateurs externes qui contrélent spécifiquement les geénes avoisinants aux complexes
Hox. Ainsi, le géne Hoxd9 est capable de répondre a 1’activateur neural du géne Evx2
environnant quand il est placé en dehors du complexe alors qu’il en est incapable lorsqu’il
est placé au sein du complexe (van der Hoeven et al., 1996; Kondo et Duboule, 1999).
L’isolation du complexe HoxD de I’influence des séquences régulatrices du géne Evx2
serait spécifique au tissu et se ferait par I’intermédiaire de deux séquences localisées autour
du locus du géne Hoxd12 (Kmita et al., 2002a; Kmita et al., 2002b). De plus, cette méme
région, située entre les génes Hoxdl2 et Hoxdl3, empéche ces deux genes de répondre a un
¢lément régulateur pour 1’expression au niveau de 1’hernie intestinale (figurel.6) ; (Kmita

et al., 2000a).

L’ensemble des études menées sur ’identification des séquences régulatrices
démontre I'importance de la mise en place de nombreux mécanismes distincts pour
s’assurer que chacun des génes Hox soit exprimé de fagon adéquate dans le temps et
I’espace. Cette expression spatio-temporelle est indispensable a la fonction des genes Houx.
Les différents meécanismes, démontrés a ce jour, font intervenir la multiplication des
séquences activatrices pour cibler I’expression d’un géne Hox donné dans les différentes
régions de I'embryon ou il doit étre exprimé. C’est ’existence de geénes organisés en
complexe qui aurait favorisée la décision du partage des séquences régulatrices amenant
ainsi une augmentation du niveau de complexité de la régulation tout en maintenant la
contrainte de la conservation de cette organisation génomique. Ce partage de séquences
régulatrices entre génes adjacents aurait entrainé la mise en place d’une sélectivité de
certains de ces éléments par rapport aux différents promoteurs et la mise en place

d’¢éléments de contrdle global. Ces activateurs définissent des territoires de régulation qui
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se chevauchent et qui doivent représenter une forte contrainte évolutive pour maintenir les
genes du complexe HoxD ensemble. Bien qu’aucune évidence expérimentale n’ait été
rapportée, on ne peut exclure la possibilité que de tels mécanismes s’appliquent aux trois
autres complexes Hox. Enfin, la fonctionnalité de ces séquences régulatrices fait intervenir

la liaison de facteurs agissant en frans qui seront décrits dans la section suivante.

1.2.2.1.2. Les facteurs agissant en frans sur les séquences régulatrices des génes Hox
Les génes Hox sont impliqués dans de nombreux processus de segmentation dont la
spécification de I’identité AP. Etant donné leur réle dans la spécification vertébrale, les
génes Hox apparaissent étre des cibles communes a différents facteurs impliqués dans ce
processus. Parmi ceux-ci, on retrouve 1’acide rétinoique, les protéines Krox20 et Kreisler,
les membres des voies de signalisation Wnt et FGF, les protéines Cdx, les protéines Pbx et

Meis ainsi que les produits des génes Hox eux-mémes.

Chez les vertébrés, certains facteurs présents lors de la gastrulation ont été proposés
comme étant des inducteurs potentiels des genes FHox. Grace a I’utilisation de génes
rapporteurs, il a été possible de reproduire les patrons d’expression d’un certain nombre de
génes Hox situés en 3’ des complexes de fagon similaire a leur patron d’expression
endogéne. Le mécanisme commun, utilisé par plusieurs geénes Hox situés en 3’ des
complexes, est une activation précoce des génes par action transitoire de facteurs de
transcription tels Krox20, Kreisler ou les récepteurs des rétinoides. Cette étape serait suivie
par la maintenance des domaines d’expression via des meécanismes d’auto- et/ou de
régulation croisée entre les genes Hox eux-mémes (Manzanares et al., 2001). En revanche,
il a été impossible de reproduire les frontieres antérieures des patrons d’expression des
génes Hox situés plus en 5° des complexes. C’est le cas pour les genes Hoxb6 et Hoxb8
alors que des séquences activatrices, qui dirigent 1’expression axiale de ces genes, ont été
décrites (Schughart et al., 1991; Vogels et al., 1993; Charité et al., 1998). Ceci suggére que
I’expression de ces genes dépendrait d’autres mécanismes de régulation, faisant notamment
intervenir des interactions a longue distance et/ou le partage de régions de contréle distales
comme cela a été suggeré dans les membres pour les génes du complexe HoxD (décrit a la
section 1.2.2.1.1) ou dans le SNC et le mésoderme pour les génes du complexe HoxB (van

der Hoeven et al., 1996; Gould et al., 1997; Sharpe et al., 1998). De plus, les mécanismes
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de régulation en cis et les sentiers de signalisation dirigeant les genes Hox situés en 3° des
complexes par rapport aux geénes localisés en 5’ pourraient étre différents et refléter les
variations dans la spécification de la téte par rapport au tronc. Certains modes de régulation
mis en évidence pour diriger I’expression des genes Hox sont décrits dans les sections

suivantes.

1.2.2.1.2.1. L’acide rétinoique
Plusieurs évidences supportent un réle de 1’acide rétinoique (RA), ou des rétinoides

apparentés, comme facteurs modulant la transcription précoce des génes Hox (Kessel et
Gruss, 1991; Lohnes et al., 1993; Lohnes et al., 1994; Marshall et al., 1994; Dupé et al.,
1997; Morrison et al., 1997; Studer et al., 1998; Folberg et al., 1999). Le RA joue un role
prépondérant dans la spécification des frontieres des rhombomeres pré-otiques en
contrélant 1’expression des génes Hox a I'intérieur de ce territoire (Gavalas et Krumlauf,
2000; Niederreither et al.,, 2000). Dans le cerveau postérieur, 1’épithélium neural
embryonnaire est caractérisé morphologiquement par une série particuliere de 7
rhombomeéres (r) dans lesquels les génes Hox sont exprimés de fagon ordonnée, avec des
limites d’expression qui coincident avec les frontiéres des rhombomeéres (Wilkinson et al.,
1989). L’effet du RA sur les génes Hox situé en 3’ des complexes et sur la spécification du
tube neural provient essentiellement du RA issu des somites adjacents entre E8.0-8.25
(Gould et al., 1998). Le RA est synthétisé par I’enzyme rétinal déshydrogénase 2 (Raldh2)
a 'intérieur du mésoderme proximal en développement et induit I’expression des génes
Hox dans le tube neural adjacent. Plusieurs génes Hox présentent des éléments de réponse
au RA (RARE) dans leurs séquences régulatrices qui sont lies par les RAR (récepteurs de
I’acide rétinoique) et RXR (récepteurs des rétinoides X). De fagon générale, la production
ectopique de RA provoque une antériorisation du domaine d’expression des genes Hox
alors qu’une réduction du RA entraine généralement une postériorisation des domaines

d’expression des génes Hox (Studer et al., 1998).

La contribution in vivo des RAREs a été étudice dans le contexte de transgenes lacZ
ou de mutations ciblées a I'intérieur du locus endogene. Ainsi, la délétion du RARE dans
les régions régulatrices du géne Hoxal entraine des phénotypes similaires a ceux observés

chez les individus ou la fonction du geéne a été abolie, c'est-a-dire, des anomalies au niveau
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des rhombomeéres et des nerfs criniens (Section 1.3.2.1). Cependant, le phénotype est
moins sévere suggérant 1’action d’autres éléments régulateurs. De plus, la mutation du
RARE affecte aussi I’expression du gene Hoxa2 dans r5 suggérant un partage de cette
séquence régulatrice entre les deux génes. Pour sa part, le gene Hoxb/ présente trois RARE
fonctionnels. La destruction du RARE 3’ proximal affecte I’expression précoce du geéne
dans |’ectoderme neural des embryons au stade E7.5 alors que la mutation du RARE 3’
distal éteint spécifiquement 1’expression tardive du gene dans la région de I’intestin
antérieur (Huang et al., 1998; Studer et al., 1998). Le RARE situé en 5 fonctionne comme
répresseur de I’expression du géne Hoxb/ dans 13 et r5 (Studer et al., 1994). 1l est a noter
que le RARE 3’ proximal est nécessaire a I’établissement de 1’expression du gene Hoxb!
dans r4, un site qui lui est spécifique dans le cerveau postérieur, et ce de fagon dépendante
de I"activation du géne Hoxal et Hoxbl par les rétinoides endogénes (Studer et al., 1998).
De fagon similaire, des RAREs fonctionnels ont ¢t¢ rapportés dans les séquences
regulatrices des genes Hoxa4, Hoxb4 et Hoxd4 (Morrison et al., 1996; Folberg et al., 1997,
Gould et al., 1998; Packer et al.,, 1998). La présence de RAREs fonctionnels dans les
séquences regulatrices des génes du groupe paralogue 4 démontre I'importance de ces
séquences puisqu’il y a eu nécessité de les conserver au cours des événements de
duplication a partir du complexe ancestral. L’étude de la perte de fonction du géne Raldh2
supporte les ¢tudes précédentes puisqu’elle résulte en une expression altérée du gene Hoxal
similaire a celle observée avec la mutation ciblée du RARE (Dupé et al., 1997,
Niederreither et al.,, 1999). Récemment, il a été montré que cette inactivation du géne
Raldh2 entraine une baisse significative de I’expression du gene Hoxal au niveau des
poumons et de 1’estomac et que 1’expression du gene peut étre partiellement restaurée par

un traitement a 1’acide rétinoique des meres pendant la gestation (Wang et al., 2006).

Bien que la biosynthése du RA et que 1’expression des génes en 3’ des complexes
Hox présentent un chevauchement dans leurs domaines d’expression dans le cerveau
postérieur, la situation est moins évidente concernant I’action du RA sur I’expression des
genes Hoxb5 a Hoxb8. En effet, ces génes sont exprimés dans le cerveau postérieur a un
stade du développement ol la Raldh2? n’est plus exprimée donc ou le RA n’est plus
synthétisé (Oosterveen et al., 2003a). Une hypothése serait que les domaines d’expression

de ces genes Hoxb localisés plus en 57 du complexe s’étendraient dans le cerveau postérieur
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entre E9.5 et E11.5 jusqu’a la localisation des transcrits de la Raldh2 présents dans le
mésenchyme cervical (Niederreither et al., 2000; Oosterveen et al., 2004). Enfin, bien que
les génes Hox apparaissent comme étant des cibles du RA, il appert que la régulation entre
le RA et les génes Hox soit bidirectionnelle puisque le RARP serait une cible des génes

Hoxb4 et Hoxe8 (Serpente et al., 2005; Vermot et al., 2005).

1.2.2.1.2.2. Les produits des génes Krox20 et Kreisler
Comme les genes Hox et les RAR, les facteurs de transcription Kreisler et Krox20

sont impliqués dans la spécification des thombomeéres. Les études par transgenése des
éléments régulateurs des génes Hox ont mis en évidence que les facteurs Kreisler et Krox20
jouent un réle crucial en contrélant directement 1’expression rhombomérique de plusieurs
genes Hox. Ainsi, Krox20, une protéine a doigt de zinc exprimée exclusivement dans 13 et
r5, contrdle spécifiquement les génes Hoxa2 et Hoxb2 dans ces thombomeéres. Ceci se fait
via des sites de liaison conservés présents dans des séquences activatrices localisées en
amont de ces génes (Nonchev et al., 1996a; Nonchev et al., 1996b; Vesque et al., 1996). De
fagon intéressante, Krox20 est également contr6lé par des génes Hox puisqu’il est
initialement réprimé par les génes Hoxal et Hoxbi dans r5 pour ne permettre son
expression qu’une fois I'expression des geénes Hoxal et Hoxbl rétractée (Barrow et al.,
2000). Dans r3, on observe une synergie entre les geénes Hoxal et Krox20 pour la

spécification du rhombomeére (Helmbacher et al., 1998).

De fagon similaire Kreisler, une protéine Maf/basic leucine zipper exprimeée
spécifiquement dans 15 et r6, est requise pour la formation de r5. Elle contréle 1’expression
des génes Hoxb3 et Hoxa3 dans r5 et r6 en liant directement les séquences régulatrices de
ces genes (figure 1.4) ; (Moens et al., 1996; Manzanares et al., 1997; Moens et al., 1998;
Manzanares et al., 1999a; Manzanares et al., 1999b). La mutation du gene Kreisler est en
adéquation avec le réle de régulateur de I'expression des génes Hox dans le cerveau
postérieur puisqu’elle résulte en une organisation anormale du cerveau postérieur (Frohman
et al., 1993; McKay et al., 1994). Dans r5, I’expression conjointe de Krox20 et Kreisler agit
en synergie pour activer spécifiquement un élément activateur du géne Hoxb3 (Manzanares
et al., 2002). Un élément régulateur positif qui répond a Kreisler a également été décrit,

situé entre les genes Hoxa3 et Hoxad4, pour I’expression du géne Hoxa3 dans r5 et r6
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(Manzanares et al., 1999a). Enfin, I’acide rétinoique joue une partic de son role dans la
spécification de I’identité des rhombomeéres en agissant sur I’expression des genes Krox20,

Kreisler et Hox (Maves et Kimmel, 2005).

1.2.2.1.2.3. Les sentiers de signalisation FGF et Wnt
Plusieurs évidences proposent un role de régulateur des membres des FGF

(Fibroblast Growth Factors) sur I’expression des génes Hox. Ainsi, chez les individus ot la
fonction des récepteurs FGF est atténuée, comme dans le cas de la mutation hypomorphe de
Fefrl, le domaine d’expression des genes Hoxd4 et Hoxb9 est déplace postérieurement
dans le mésoderme latéral suggérant un réle des FGF dans la spécification de I’axe AP du
mésoderme (Partanen et al., 1998). Ces derniéres années, il a été rapporté la présence de
centres inducteurs tels que I'isthme qui est situé a la jonction du cerveau moyen et du
cerveau postérieur. Ces centres inducteurs joueraient un réle dans la spécification neurale
antérieure. Lors d’une greffe de la région de I’isthme dans une région plus postérieure, on
observe une inhibition de I’expression du gene Hoxa2 dans les cellules de la créte neurale
(CCN) du deuxieme arc branchial. Cette inhibition du gene Hoxa2 par I’isthme est
importante, car la mutation du geéne Hoxa2 se traduit par des transformations homéotiques
des dérivés de ce deuxieme arc branchial en ceux normalement dérivés du premier arc
branchial. Ainsi, le géne Hoxa2 semble sensible au FGF produit par la région de I’isthme,
notamment #gf8, pour la spécification du deuxi¢me arc branchial (Trainor et al., 2002). De
méme, 1’utilisation de greffe hétérotopique caille/poulet a permis de mettre en évidence que
I’expression ectopique, ou ’inhibition de Fgf8 normalement produit par 1’isthme, joue un
role de répresseur de I’expression du geéne Hoxa? dans le tube neural pour définir sa
frontiére antérieure au niveau de rl/r2 en réprimant son expression dans rl (Irving et
Mason, 2000). Ces auteurs proposent que le patron d’expression axial des genes Hox dans
le cerveau postérieur serait déterminé par des gradients opposés de morphogene activateur
(RA) et de morphogene inhibiteur (FGF). Ce dernier prédominerait dans rl pour qu’aucun
gene Hox n’y soit exprimé. Toujours dans la région du cerveau postérieur, on retrouve une
population unique de cellules localisées dans la partie caudale de la plaque neurale dans une
région appelée zone souche du neeud. Ces cellules épiblastiques proliferent et se

réarrangent de fagon adjacente a la ligne primitive en régression, laissant des progéniteurs
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qui pourront générer le tube neural (Diez del Corral et Storey, 2004). Les FGF auraient
pour fonction de maintenir ces cellules dans un état indifférencié qui serait important pour
permettre aux molécules de signalisation, et aux génes Hox, de spécifier ces cellules (Liu et
al., 2001; Delaune et al., 2005). De plus, I’exposition de I’embryon ou du tissu neural
caudal aux FGF peut promouvoir 1'expression du géne Hoxb8 suggérant qu’une phase
initiale de I’expression du géne Hoxb8 répond aux FGF (Bel-Vialar et al., 2002; Delfino-
Machin et al., 2005). L’initiation de I’expression des génes Hox plus caudaux dans la zone
souche serait donc dépendante du FGF. Par la suite, il y aurait un changement et les tissus
en différenciation deviendraient dépendants des rétinoides dérivés des somites (Diez del
Corral et Storey, 2004). Ainsi, la production de nouveaux tissus dans la zone souche du
noeud serait sous contréle du FGF ou progressivement des génes Hox plus caudaux sont
exprimés. Le RA produit des somites atténuerait la signalisation FGF lorsque les cellules

quittent la zone souche pour former le tube neural.

Bien que I’exposition au RA dans le tube neural ait été¢ montrée comme requise pour
I’expression des génes Hox plus en 3” des complexes (comme Hoxb4 ou Hoxc5) alors que
les génes les plus en 57 requierent plutdt une signalisation via les FGF, il arrive, selon le
contexte que certains geénes Hox soient induits par les deux reflétant la complexité de la
régulation des génes Hox (Gould et al., 1998; Pownall et al., 1998; Liu et al., 2001; Diez
del Corral et Storey, 2004).

Une autre famille de molécules agissant sur les domaines d’expression des génes
Hox est 1a famille des molécules de signalisation Wnt. Dans la voie canonique, I’occupation
du récepteur Frizzled par le ligand Wnt provoque la stabilisation de la [—caténine
cytoplasmique qui peut alors se rendre au noyau et s’associer avec les membres de la
famille de facteurs de transcription Tef/Lef pour activer la transcription de génes cibles.
Tefl et Lefl sont les principaux effecteurs de la cascade de la signalisation Wnt dans la
ligne primitive et le bourgeon de la queue o ils sont co-exprimés avec les génes Cdx. Les
mutants Wni3a et I’hypomorphe pour le géne What3a, soit le mutant vestigial tail (vi),
exhibent des défauts au niveau vertébral associés a une postériorisation de I’expression des
genes Hoxd3, Hoxb4 et Hoxdl3 (lkeya et Takada, 2001). Toutefois, aucun site de liaison

Tcf/Lef fonctionnel dans les régions régulatrices des genes Hox n’a été rapporté a ce jour.
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Par ailleurs, plusieurs études montrent que 1’action des voies de signalisation FGF
et Wnt sur les génes Hox ne serait pas due a une action directe mais ferait intervenir des
intermédiaires parmi lesquels on retrouve les membres de la famille des génes Cedx
(Pownall et al., 1996; Isaacs et al., 1998; Pownall et al., 1998; Bel-Vialar et al., 2002;
Walshe et al., 2002). Le role des protéines Cdx, sur la régulation spatio-temporelle des

genes Hox, sera détaillé dans la section suivante.

1.2.2.1.2.4. Les produits des génes Cdx régulent Uexpression des génes Hox
Les genes Cdx sont les homologues du gene Caudal chez la drosophile ot ’ARNm

du géne caudal est exprimé de fagon ubiquitaire avant qu’un gradient AP ne se développe
dans le blastoderme syncitial et persiste jusqu’au début de la cellularisation. L’expression
zygotique, est localisée dans la région postérieure qui donne naissance aux structures
abdominales terminales et a I’intestin postérieur. Par la suite, I’expression du géne caudal
est retrouvée dans I’intestin moyen et postérieur (Macdonald et Struhl, 1986; Mlodzik et
Gehring, 1987). Trois homologues sont présents chez la souris, soit CdxI, Cdx2 et Cdx4.
Des sites consensus de liaison pour les protéines Cdx, A/CTTTATAA/G, sont retrouvés

dans les régions régulatrices de 18 des 39 génes Hox (Margalit et al., 1993).

Les transcrits du géne Cdx/ sont détectés des E7.5 dans ['ectoderme et le
meésoderme naissant dans la région de la ligne primitive (PS) ; (Meyer et Gruss, 1993). Au
stade E7.75, dans le tube neural, I’expression s’établit avec une frontiére antérieure au
niveau du sulcus pré-otique dans le cerveau postérieur présomptif et présente une
expression légérement plus postérieure dans le mésoderme. L’expression du géne Cedx/
dans I'ectoderme neural régresse par la suite pour s’établir au niveau de la corde spinale
présomptive. A l'intérieur de ’ectoderme neural, le géne Cdx! devient localis¢ dans la
région dorsale du repli neural et dans quelques populations de CCN. Le géne Cdx/ est aussi
exprimé dans le mésoderme paraxial naissant et dans les somites ol [’expression est
restreinte au dermamyotome au stade E10.5. Au stade E9.5, les transcrits Cdx/ sont
retrouvés dans le mésenchyme des bourgeons des membres antérieurs, puis de fagon plus
faible, dans ceux des membres postérieurs a E10.5 (Meyer and Gruss, 1993). La mutation
du geéne Cdx/ entraine des transformations d’antériorisation du squelette axial dans la

région cervico-thoracique entre la premiere vertebre cervicale et la huitiéme vertébre
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thoracique. En accord avec les transformations homéotiques observées, la perte de fonction
du gene Cdx! entraine une postériorisation dans les domaines d’expression de certains
genes Hox, notamment une postériorisation des domaines d’expression des génes Hoxc6 et
Hoxa7. De plus, le géne Cdx/ est capable de transactiver le gene Hoxa7 (Subramanian et

al., 1995).

L’expression du gene Cdx2 débute au stade E3.5 dans le trophectoderme du
blastocyste et se poursuit jusqu'a E12.5 (Beck et al., 1995). Au stade EB.5, [’expression du
géne Cdx2 débute dans la PS, a la base de 1’allantois, dans la plaque neurale postérieure,
dans I’endoderme de I’intestin postérieur et le mésoderme paraxial non segmenté.
L’expression se poursuit dans le bourgeon de queue comme pour le géne Cdx/ puis
disparait dans ce tissu vers E12.5 (E12.0 pour Cdx/). La perte de fonction pour le géne
Cdx2 se traduit par une mortalité embryonnaire au stade E3.5 associée a un défaut
d’implantation des embryons. Les individus hétérozygotes (HT) survivent et présentent des
transformations homéotiques similaires a celles observées pour la perte de fonction du géne
Cdx!. Les individus HT sont également caractérisés par le fait qu’ils sont plus petits a la
naissance et qu’ils présentent une queue raccourcie (Chawengsaksophak et al., 1997).
Lorsque le défaut d’implantation est surmonté par une fusion tétraploide, on obtient des
individus Cdx2™ qui présentent des anomalies du développement du mésoderme extra-
embryonnaire. La croissance déficiente de I’allantois, qui ne peut pas fusionner avec le
chorion, entraine une mort vers E11.5. Chez ces individus, on observe une réduction du
niveau d’expression des génes Hoxb! et Hoxd4. Au stade le plus avancé du développement
des embryons Cdx2™, la frontiére antérieure du géne Hoxb8 est déplacée postérieurement
de deux somites pour s’établir a s13 dans le mésoderme et s7 dans 1’ectoderme neural.
Enfin, la perte de fonction du géne Cdx2 entraine une perte compléte de I’expression du
géne Cdx4 au stade 10 somites suggérant une régulation croisée entre Cdx2 et Cdx4 tout
comme ’effet répresseur du géne Cdx2 sur le géne Cdxl décrit in vitro (Lorentz et al.,
1997, Chawengsaksophak et al., 2004).

Chez les individus Cdx/"Cdx2"", on retrouve des anomalies du squelette et des
altérations des domaines d’expression des genes fox de fagon plus prononcée que chez les

simples mutants suggérant un synergisme entre les deux geénes dans la spécification du
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squelette axial (van den Akker et al., 2002). Les genes Cdx/ et Cdx2 sont aussi exprimés
dans ’endoderme de I'intestin postérieur puis au niveau du colon. Toutefois, seule la perte
de fonction du géne Cdx2 a un impact sur le colon bien que les deux geénes soient exprimeés
dans les cellules de la crypte suggérant un réle distinct de ces deux genes ou un role

prédominant de C'dx2 dans cet organe (Freund et al., 1998).

Enfin, le géne Cdx4 est exprimé des le stade E7.5 de fagon faible dans I’allantois et
la partie postérieure de la PS. Dans le mésoderme paraxial, on retrouve son expression avec
une frontiere antérieure située de fagcon postérieure au somite dernierement formé, et une
frontiere dans I’ectoderme neural légérement plus antérieure. Au stade E10.5, on ne
retrouve plus aucune expression du gene Cdx4 dans la partie postérieure de I’embryon
(Gamer et Wright, 1993). Le géne Cdx4 est localisé sur le chromosome X et est donc
normalement inactivé sur 1’un des chromosomes X chez les femelles (Horn et Ashworth,
1995). La mutation du géne Cdx4 résulte en des individus en santé et le réle du géne Cdx4
ne devient apparent qu’en collaboration avec les mutations des autres génes Cdx. Ainsi,
chez les individus Cdx2™, la déficience au niveau du labyrinthe du placenta est dépendante
de la dose de géne Cdx4 présente. Enfin, la contribution du géne Cdx4 sur la spécification
du squelette axial est modeste et n’est détectable qu’en association avec les mutations des

genes Cdx/ et Cdx2 (van Nes et al., 2000).

La régulation spatio-temporelle des genes Hox, via la liaison de protéine Cdx sur les
régions régulatrices des génes Hox, est relativement bien documentée. Ainsi, le géne Hoxa7
contient deux éléments de réponse & Cdx (CDRE) dans une région nécessaire pour
I’etablissement de la limite antérieure du géne Hoxa7 pendant le développement (Knittel et
al., 1995). La délétion de I'un de ces CDRE entraine une baisse de réponse a Cedxl
(Subramanian et al., 1995). L’expression du gene Hoxc8 est sous le contréle d’une
séquence activatrice pour son expression précoce dans le tube neural. Celte séquence
contient trois sites de liaison pour les protéines Cdx (Shashikant et al., 1995). On retrouve
également un CDRE dans une séquence régulatrice du gene Hoxb8 qui présente un role
pour I’expression spatiale adéquate des rapporteurs dans le mésoderme et 1’ectoderme
neural jusqu’a une frontiére antérieure dans le mésoderme correspondant a pv10. En effet,

les transgénes [Hoxb8/lacZ sont exprimeés avec un domaine d’expression dont la limite
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rostrale s’antériorise de fagon proportionnelle au nombre de CDRE présents dans les
constructions utilisées. Ceci suggere que les protéines Cdx sont des transducteurs
physiologiques de I'information positionnelle aux génes Hox. Ainsi, les protéines Cdx
pourraient agir comme gradient de morphogéne et le nombre de CDRE dans les transgénes
influencerait la concentration de protéines Cdx pouvant activer le transgene (Charité et al.,
1998; Gaunt, 2000). De plus, I’expression ectopique du géne Cdx4 est capable d’activer
une expression ectopique du gene Hoxb8 et I’effet de la séquence activatrice est dépendant
de I'intégrité des CDRE (Charité et al., 1998). Des résultats similaires ont été rapportés
pour le gene Hoxa7 pour lequel deux régions activatrices présentent des CDRE conservés
entre la souris et le poulet (Knittel et al., 1995; Haerry et Gehring, 1996). Ainsi, I’ajout de
trois copies de cette région activatrice dans des transgeénes Hoxa7/lacZ résulte en une
extension antérieure de I’expression dans les ganglions spinaux, ’ectoderme neural, le
mésoderme paraxial et le mésoderme de la plaque latérale. De plus, comme pour le géne
Hoxb8, les effets liés a la multimérisation des éléments régulateurs sont inhibés par la
mutation des CDRE (Charité et al., 1998; Gaunt et al., 2004). De fagon plus surprenante,
cette multimérisation de séquences activatrices se traduit également par une expression plus

précoce des transgenes (Gaunt et al., 2004).

Plusieurs études chez Xénope suggerent, comme mentionné a la section 1.2.2.1.2.3,
que les protéines Cdx seraient des intermédiaires pour acheminer la signalisation FGF aux
genes Hox. Ainsi, la surexpression de eFGF entraine une suppression de la téte et un
¢largissement de la partie postérieure des embryons (Isaacs et al., 1998). Cette méme
surexpression de eFGF provoque une extension antérieure du domaine d’expression du
géne XCuad3 (homologue du géne Cdx4 chez Xénope) et des geénes Hoxb9, Hoxa7 et Hoxco.
D’autre part, en absence de eFGF, une injection d’ARNm du geéne Xcad3 permet de
retrouver I’expression du géne Hoxa7. Enfin, la surexpression du géne Xcad3 entraine une
antériorisation des domaines d’expression des genes Hox du tronc comme Hoxb9 et Hoxa7,
mais réprime |’expression des genes Hox du cerveau postérieur comme Hoxb/ et Hoxb3. La
signalisation FGF serait requise pour I’expression des membres de la famille des genes Cdx
dans I’axe dorsal en développement alors que les génes Cdx réguleraient I’expression des
génes Hox postérieurs pendant le développement embryonnaire normal. Toutefois, la

répression des génes Hox, localisés plus en 3’ des complexes, ne serait pas directe mais
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serait une résultante de I'antériosisation des domaines d’expression des genes Hox plus
postériecurs et de la prévalence postérieure (Pownall et al., 1996; Isaacs et al., 1998;
Pownall et al., 1998). Cette notion de prévalence postérieure sera détaillée a la section

1.2:2:1:2.4:

De méme, les membres de la famille des génes Cedx seraient des intermédiaires de la
signalisation Wnt puisque le géne Cdx/ serait une cible de la signalisation Wnt/B—caténine.
En effet, 'expression du géne Cdx/ dans I’intestin embryonnaire est contrélée par le
complexe Tcf4/B—caténine qui reconnait une région régulatrice de Cdx/ qui contient deux
sites de réponse a Tcf ainsi qu’un site RARE (Lickert et al., 2001). La mutation du RARE
montre un role du RA dans I'initiation de I’expression du gene Cdx/. La mutation des sites
de liaison Wnt/B—caténine révele leur implication dans I’initiation de I’expression du géne
Cdx! a E7.5 (Lickert et Kemler, 2002). De plus, I’expression du gene Wni3a se superpose a
celle du géne Cdx/ dans la partie caudale de I’embryon et les mutants v présentent une
baisse de 'expression du gene Cdx/ suggérant que le géne Wni3a soit nécessaire a
Pexpression du gene Cdx/. Ainsi, les transformations homéotiques observées chez les
individus v et qui corrélent avec une expression altérée des génes /Hox pourraient étre
conséeutive a la mauvaise expression du gene Cdx/ (Section 1.2.2.1.2.3) ; (Tkeya et
Takada, 2001). Des défauts de vertébres caudales sont aussi observés chez les individus
mutants pour la fonction Wnf3a suggérant une action directe de Wat3a sur des génes Hox
plus postérieurs, ou encore une action indirecte via le géne Cdx4. De fait, I’expression
ectopique de RA résulte en une baisse d’expression des genes Wnt3a et Cdx4 (Sakai et al.,
2001; Abu-Abed et al., 2003). De plus, le mutant vt présente des défauts au niveau des
vertebres lombaires et sacrales qui ne sont pas observés chez les mutants Cdx/ et Cdx2.
Cette homéose pourrait étre le résultat d’une baisse, entre autre, de I'expression du géne

Cedx4 (Ikeya et Takada, 2001; Pilon et al., 2006).

Plusieurs génes Hox peuvent répondre le long de ’axe AP & une variété de facteurs
signalétiques spécifiques plutdt qu’a un gradient d’informations fournit par un seul facteur.
Dans ce processus, les protéines Cdx seraient des joueurs clés qui serviraient

d’intermédiaires pour acheminer aux génes Hox des signaux caudalisants de facteurs
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extrinséques tels que FGF, Wnt ou RA (figure 1.7). En effet, le géne Cdx/ est directement
régulé par Wnt et RA alors que les signalisations FGF et Wnt ont un impact potentiel sur
I’expression des génes Cdx2 ou Cdx4 (Pownall et al., 1996; Houle et al., 2000; Lickert et
al., 2000; Ikeya et Takada, 2001; Prinos et al., 2001; Houle et al., 2003; Shimizu et al.,
2005). Ainsi, I’expression du gene Cdx/ serait induite par le RA généré dans la région de la
PS 4 E7.5. A E8.5, quand la production de RA cesse dans le bourgeon de queue,
’expression du gene Cdx/ est maintenue dans la partie caudale de I’embryon par la voie de
signalisation Wnt et une boucle d’autorégulation. Pour atténuer 1’expression ectopique de
Cdx1 dans le tronc, le RA induit I'expression des COUP-TF (Chiken Ovalbumin Upstream
Promoter-Transcription Factor) pour bloquer 1’accés au RARE par compétition (figure 1.7).
Ceci résulte en une restriction des transcrits du gene Cdx/ dans la partie caudale de
I’embryon. Ces transcrits Cdx contribuent a établir les domaines d’expression appropriés
des geénes Hox et la spécification du squelette axial (Béland et al., 2004; Béland et Lohnes,
2005). De méme, les génes situés en 5° du complexe HoxB (génes Hoxb6 a Hoxb9) peuvent
étre activés ou induits par les FGF via les Cdx alors que ces génes sont réfractaires au RA.
Au contraire, les génes situés en 3” du complexe (génes Hoxbl, Hoxb3 a Hoxb5) répondent
au RA mais pas au FGF. Donc, tous les génes du complexe HoxB seraient compétents pour
répondre au FGF via les génes Cdx mais ce serait le domaine d’expression spatiale des
geénes Cdx qui empécherait les génes plus en 3’ des complexes de répondre au FGF dans le
cerveau postérieur. Ainsi chaque géne Hox devient activé lorsqu’il chevauche le domaine
d’expression des génes Cdx. Avec le temps, ce domaine devient plus postérieur et en
conséquence les génes Hox activés plus tardivement présentent une limite d’expression plus
postérieure (Bel-Vialar et al., 2002). L’ensemble de ces données démontre le rdle central

joué par les protéines Cdx dans les mécanismes de régulation des génes Hox.

1.2.2.1.2.5. Les co-facteurs Pbx/Meis
Le facteur de transcription Pbx1 (Pre-B cell leukemia transcription factor 1) a été

découvert en 1990 dans le cadre d’é¢tudes de leucémies humaines associ¢es avec des
translocations chromosomiques faisant intervenir PBX7 et qui résultent en une fusion avec

le domaine d’activation transcriptionnelle du gene E2a (Kamps et al., 1990; Nourse et al.,
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1990). La capacité de transformation de 1’oncoprotéine de fusion E2aPbx1 résultante serait
dépendante de sa capacité a interagir avec les protéines HOX (Slupsky et al., 2001).
Depuis, trois autres membres de la famille ont été rapportés, soit Pbx2, Pbx3 et Pbx4
(Monica et al., 1991; Wagner et al., 2001). Les protéines Pbx sont des membres de la
famille TALE (Section 1.2.1) et peuvent interagir avec les produits des génes Hox par
I'intermédiaire du domaine homéo et d’une région, située dans la partie aminoterminale et
conservée chez les genes des groupes paralogues 1 a 8, appelée penta/hexapeptide ou motif
YPWM (Neuteboom et al., 1995; Shen et al., 1996; Di Rocco et al., 2001; Moens et Selleri,
2006). Ces interactions protéiques permettent de moduler ’affinité et la stabilité de la
liaison a I’ADN pour contréler I’activité des protéines Hox (Lufkin, 1996; Shen et al.,
1997a). Des protéines TALE additionnelles, qui incluent les protéines MEIS et Prep, sont
capables de lier les complexes Hox-Pbx. Les protéines Meisl, Meis 2 et Meis 3 (Burglin,
1997), possédent un domaine N-terminal conservé par I’intermédiaire duquel elles lient les
protéines Pbx (Knoepfler et al., 1997; Wagner et al., 2001). Le domaine homéo des
protéines Hox reconnait la séquence nucléotidique TNAT(G/T)(G/A) présente dans les
genes cibles qu’ils contrélent. Toutefois, la spécificité d’action des protéines Hox provient
en partie de leur interaction avec les co-facteurs Pbx et Meis. Ainsi, dans les cellules de
leucémies myéloides, MEIS1 forme des complexes ternaires avec le dimére PBX-HOXA9
pour lier les séquences consensus PBX-HOXA9 pour augmenter la spécificité
fonctionnelle des protéines Hox (Shen et al., 1999). Les protéines Pbx lient principalement
les produits des geénes Hox des paralogues des groupes 1-10 (Shen et al., 1997b) alors que
Meis lie préférentiellement les protéines Hox des groupes 9-13 (Shen et al., 1997a). Les
protéines Meis présentent un domaine conservé au cours de I’évolution, le domaine
Meinox, par I’intermédiare duquel elles peuvent interagir avec les protéines Pbx pour
permettre la formation de complexe ternaire Meis/Pbx/Hox (Berthelsen et al., 1998; Shen et

al., 1999).

Des études in vitro démontrent que le produit du géne Hoxbh8 peut s’associer 4 Pbx1
et Pbx2 pour lier spécifiquement I’ADN (van Dijk et al., 1995). La mutation de deux
résidus de 1’hexapeptide se traduit par une perte de la liaison entre les protéines Pbx et
Hoxb8 (Neuteboom et al., 1995). Chez les individus porteurs de cette mutation de

I’hexapeptide, on observe des transformations homéotiques identiques a celles observées
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chez les individus mutants pour la fonction des génes Hoxa7, Hoxb7 et Hoxb9. 11 y a donc
interférence avec ’activité des genes des complexes floxA et HoxB sans altérer leur
expression. La protéine mutante Hoxb8 interférerait avec la fonction des autres protéines
Hox en liant leurs cibles (Medina-Martinez et Ramirez-Solis, 2003). Le méme type d’étude,
menée en mutant I’hexapeptide de la protéine Hoxal, se traduit par 1’observation de défauts
similaires a ceux préalablement décrits pour la perte de fonction du géne Hoxa/. Toutefois,
la mutation de 1’hexapeptide de la protéine Hoxal résulte en une perte de fonction du géne
alors que celle de Hoxb8 se traduit par un gain de fonction montrant ainsi que 1I’impact de
I’interaction des protéines Pbx, bien qu’importante pour leur fonctionnalité, différe selon

les protéines Hox (Remacle et al., 2004).

1.2.2.1.2.6. Autorégulation et régulation croisée
Une fois correctement activée, 1’expression des genes Hox doit étre maintenue.

Cette tache serait en partie réalisée par des mécanismes d’auto- et/ou de régulation croisée.
Ce type de régulation a été décrite pour les genes Hoxal, Hoxbl, Hoxb2, Hoxa3 et Hoxb4
en association avec les co-facteurs Pbx et Meis/Prep (voir section précédente) ; (Popperl et
al., 1995; Gould et al., 1997; Maconochie et al., 1997; Gould et al., 1998; Ferretti et al.,
2000; Manzanares et al., 2001). Par exemple, le gene Hoxal est requis pour positionner la
limite antérieure du geéne Hoxbl a la frontiére présomptive entre les thombomeéres r3/r4.
Chez les mutants Hoxal, I'impossibilite de définir cette frontiére d’expression pour le geéne
Hoxb1 entraine une cascade d’expression erronée des genes situés en aval et résulte en une
mauvaise spécification des compartiments du cerveau postérieur de 12 a r5. L’expression du
gene Hoxhl dans r4 dépend des genes Hoxal et Hoxbl puisque I’expression du géne
Hoxb1 est initiée dans r4 chez les mutants pour la fonction des génes Hoxal et Hoxbl mais
pas chez le double mutant Hoxal” HoxbI™ (Studer et al., 1998). Initialement, les génes
Hoxal et Hoxbl sont activés dans le tissu neural par le RA. La maintenance de I’expression
du geéne Hoxb! dans r4 est dépendante d’un élément d’autorégulation (ARE).
Premiérement, la protéine Hoxal se lie a [’élément d’autorégulation du géne Hoxbl en
coopération avec des co-facteurs Pbx, et, par la suite, Hoxbl maintient sa propre expression
(Pépperl et al., 1995; Di Rocco et al., 2001). Ainsi, [’auto- et la para-régulation du géne

Hoxb ! sont dépendantes de la liaison des protéines Hoxal et Hoxb1 en association avec un
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membre de la famille PBX sur trois séquences présentes dans I’ARE du gene Hoxb!
(Pépperl et al., 1995; Studer et al., 1996; Studer et al., 1998; Barrow et al., 2000; Di Rocco
et al., 2001; Ferretti et al., 2005).

De fagon similaire, une séquence activatrice, responsable de 1’expression du geéne
Hoxb2 dans r4 (élément r4), peut étre transactivée in vitro par I’expression ectopique des
genes Hoxbl, Hoxal et labial, mais pas par les genes Hoxb2 et Hoxb4 montrant ainsi une
spécificité de liaison pour les geénes Hox orthologues au géne labial de drosophile
(Maconochie et al., 1997). La fonction de I’élément r4 du gene Hoxb2 est de diriger
I’expression du géne fHoxb2 par la protéine Hoxb1 dans le rhombomere 4 ot le gene Hoxbl
est specifiquement exprimé (Pépperl et al., 1995, Maconochie et al., 1997). Les deux
séquences régulatrices nécessaires a I’expression spécifique des genes Hoxbl et Hoxb2
dans 4 en réponse a Hoxb1 font intervenir un complexe ternaire avec les protéines Hoxbl,
Pbx et Meis. Le role de Meis serait d’augmenter 1’affinité du complexe hétérotrimérique.
Cette hiérarchie fonctionnelle permet un mécanisme pour la synergie entre les genes
Hoxal, Hoxbl et Hoxb2 dans la spécification du territoire r4 et la formation des CCN

dérivées de r4 (Gavalas et al., 1998; Studer et al., 1998).

Un ¢élément régulateur du géne Hoxb3 contient deux sites de liaison potentiels pour
les protéines Hox. Par des études de mutagenese, ces sites se sont avérés indispensables
pour 1’expression du géne dans le tube neural (Section 1.2.2.1.1). Ces sites peuvent étre
reconnus spécifiquement par les protéines Hoxb3 et Hoxb4 suggérant des mécanismes
d’auto- et de régulation croisée pour 1’établissement de 1’expression du géne Hoxb3 dans le
cerveau postérieur jusqu’a la frontiére r5/r6 ainsi que pour son expression dans le tube
neural antérieur (Yau et al., 2002). L’expression du géne Hoxa3 est également maintenue
par des mécanismes d’auto- et de régulation croisée. En effet, une séquence activatrice du
gene Hoxa3 est responsable de la phase tardive de 1’expression du géne (Section 1.2.2.1.1).
Cette séquence contient deux sites qui peuvent étre reconnus par des hétérodimeres
Hoxb3/Pbx1a, Hoxa3/Pbxla et Hoxd3/Pbxla et qui sont nécessaires a [’activité de cet
¢lément régulateur (Manzanares et al., 2001). Par ailleurs, le géne Hoxa2 est exprimé

jusqu’a la frontiere r1/r2 dans le tube neural ainsi que dans 13 et r4. Ainsi, le géne Hoxa?2
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est le seul a étre exprimé dans r2 sous le controle d’un ¢lément régulateur sur lequel se lie

le complexe ternaire Hoxa2/Pbx1a/Meis] (Lampe et al., 2004).

Les processus d’auto- ou de régulation croisée n’ont été rapportés que dans le cadre
d’¢études sur la régulation des geénes Hox exprimés dans le cerveau postérieur. Ceci reflete
surtout le fait que la régulation de ces génes a été étudiée de fagon plus intensive que celle
des geénes situés plus en 5’ des complexes. Toutefois, ce type de régulation pourrait
¢galement exister pour ces genes et de ce fait participer au processus de suppression

phénotypique appelé prévalence postéricure chez les vertébrés (Duboule et Morata, 1994).

1.2.2.1.2.7. La suppression phénotypique ou prévalence postérieure
Le concept de suppression phénotypique provient de ’observation du fait que

I’expression ectopique des génes homéotiques de drosophile induit des changements
phénotypiques mais seulement dans des parties antérieures a leur domaine normal
d’expression. Par contre, aucun effet au niveau du domaine normal d’expression du géne
n’est observé, de méme que dans les parties postérieures a ce domaine d’expression ol les
genes homéotiques plus postérieurs sont actifs (Section 1.3.2). Cette inactivation
fonctionnelle a été appelée suppression phénotypique (Gonzalez-Reyes et Morata, 1990,
Mann et Hogness, 1990). Chez les vertébrés, le concept de prévalence postérieure a été
émis pour expliquer 1’absence de phénotype au niveau du bourgeon de [’aile du poulet dans
des conditions qui devaient réactiver 1’expression de gene Hox plus antérieur (Duboule et
Morata, 1994). Le traitement au RA, sensé réactiver I’expression des génes n’a aucun effet
mais on observe une duplication des structures quand des geénes plus postérieurs sont
activés au site de traitement (Duboule, 1991). Ainsi, quand une protéine postérieure est
exprimée ectopiquement dans des domaines plus antérieurs, ces domaines sont transformés
et présentent des caractéristiques plus postérieures. Cependant, quand des génes antérieurs
sont exprimés dans des domaines plus postérieurs, aucune transformation d’antériorisation

n’est observée au niveau du domaine d’expression ectopique.

Aucune démonstration moléculaire de cette prévalence postérieure n’a été
rapportée. Toutefois, cet effet se produit sans changement dans le niveau d’expression des

génes Hox endogenes (Cribbs et al., 1995). Il a donc été postulé que la prévalence
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postérieure, du géne f{ox le plus postérieur exprimé a un niveau axial donné, pourrait étre le
reflet d’une gradation dans les efficacités de liaison des produits des genes Hox. Par
exemple, les produits de génes Hox plus postérieurs pourraient lier plus efficacement
certaines séquences cibles partagées entre plusieurs genes Hox. Il pourrait également y
avoir compétition pour I’interaction des protéines Hox avec des cofacteurs communs. De ce
fait, un réle central serait joué par le bras N-terminal et le résidu 13 du domaine homéo qui
different entre les protéines Hox antérieures et postérieures. Ainsi, une protéine Hox
postérieure, exprimée dans un domaine plus antérieur, pourrait compétitionner sur les sites
de liaison des protéines Hox antérieures alors que la relation inverse ne peut se produire
(LaRonde-LeBlanc et Wolberger, 2003). Le remplacement de la boite homéo du geéne
Hoxall par celle du géne Hoxal3 entraine, dans le systéme reproductif, 1’acquisition d’une
spécificité fonctionnelle dominante du nouvel alléle. Donc, la prévalence postérieure serait
en partie médiée par la boite homéo. Des études similaires avec le remplacement de la boite
homéo du gene Hoxall par celle du géne Hoxa4 ou Hoxal( suggerent que des boites
homéo de genes Hox proches peuvent lier des groupes de cibles qui se chevauchent, mais
avec une affinité différente, alors que des boites homéo plus divergentes lient des cibles
plus distinctes (Zhao et Potter, 2002). Chez la souris, I’exemple de la mutation wulnaless
résulte en une réduction du squelette du membre proximal qui pourrait soit étre la résultante
de la prévalence postérieure, soit une mauvaise expression des genes Hoxd!3 et Hoxdl2.
En effet, une expression ectopique des deux genes dans le zeugopode pourrait étre
accompagnée d’une répression transcriptionnelle et/ou fonctionnelle des génes Hox du
groupe paralogue 11 puisqu’on observe une réduction des transcrits Hoxdl0, Hoxdll
(Peichel et al., 1997). De plus, une expression du geéne fHoxdl3 en lieu et place du gene
Hoxdl1, réalisée par transposition de géne, résulte dans un phénotype similaire suggérant
une inactivation fonctionnelle des génes du groupe paralogue 11 (van der Hoeven et al.,
1996). Enfin, la restriction du géne Hoxb/ a r4 est en partic exercée par la liaison de la
protéine Hoxb3 sur une séquence régulatrice située en 3’ du gene FHoxbl
(Section1.2.2.1.2.6). Celte liaison entraine une répression de la transcription du géne Hoxb!
dans r5 au stade E9.5. Bien que tous s’accordent sur le principe de prévalence postérieure,

force est de constater que trés peu est encore connu sur les mécanismes moléculaires
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impliqués. La compréhension de tels mécanismes serait d’une grande utilité pour

comprendre la régulation des génes Hox.

1.2.2.1.2.8. Les protéines Pc et Trx
Une fois établis, les domaines d’expression des geénes Hox doivent étre maintenus.

Comme chez la drosophile, les genes des familles Polycomb (PcG) et trithorax (Trx) sont
impliqués. Ainsi, chez les souris mutantes pour la fonction du géne m/l, qui appartient a la
famille 7rx, I’expression du géne Hoxa7 est établie normalement mais n’est pas maintenue
(Yu et al., 1998). Au contraire, la double mutation des génes mell8 et Bmil, deux geénes de
la famille PcGG et orthologues du geéne posterior sex combs de drosophile, provoque une
dérépression de plusieurs génes Hox, notamment les genes Hoxc6, Hoxb6 et Hoxb3, dans
les régions antérieures de I’embryon (Akasaka et al., 2001). L’action répressive de la
protéine Bmil sur I’expression des génes Hox se ferait par ubiquitynilation des histones
H2A (Cao et al., 2005). Par ailleurs, la liaison de la protéine mell8 est impliquée dans la
répression de I’expression du géne Hoxd4 en liant une séquence spécifique au niveau de la
région promotrice du gene (Kobrossy et al., 2006). Enfin, une activation précoce du géne
Hoxdll est observée chez les souris mutantes pour le géne M33 qui est membre de la
famille PeG (Bel-Vialar et al., 2000). Ainsi, certains génes PcG doivent contréler 1’horloge
d’activation des geénes Hox et contribuer au mécanisme de colinéarité. Ces données
montrent que la transition entre une phase d’induction précoce des génes Hox vers une
phase tardive de maintenance nécessite 1’action opposée des genes activateurs de la famille
Trx et Paction répressive des genes de la famille PeG pour maintenir les domaines

d’expression.

1.2.2.2. Génération de transcrits multiples a partir des locus des génes
Hox

Malgré de nombreuses études, peu est encore connu concernant les bases
moléculaires de la fonction des génes Hox, en particulier concernant la pertinence
physiologique des différentes isoformes produites par un géne donné au cours du
développement. Un géne peut avoir plusieurs promoteurs. L’accessibilité de ces derniers

peut étre, entre autre, spécifique au tissu ou au stade développemental et permettre
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Iinitiation de différents transcrits. L’utilisation de promoteurs alternatifs a été observée
pour plusieurs génes et il est suggéré qu’une seule région promotrice n’est pas toujours
suffisante pour accommoder toute I’information requise pour qu’un géne soit correctement
exprimé dans le temps et I’espace (Ayoubi et Van De Ven, 1996). Ceci est particuliérement
vrai pour des génes comme les génes Hox qui sont exprimés dans plus d’un tissu et/ou
plusieurs stades développementaux. Ainsi, les génes Anip et AbdB de drosophile possedent
différents promoteurs (Laughon et al., 1986; Zavortink et Sakonju, 1989). Chez la souris,
les geénes du groupe paralogue 4 présentent, tous, deux promoteurs distincts (Galliot et al.,
1989; Gutman et al., 1994; Folberg et al., 1997). Le géne Hoxd4 posséde deux promoteurs
actifs et trois sites de polyadénylation alternatifs. La combinaison de ces éléments permet la
génération de multiples transcrits. De plus, le promoteur le plus en amont dirige une
expression plus postérieure que le promoteur situé plus en aval respectant ainsi la notion de
colinéarité. Seul le promoteur en aval est actif pour le domaine d’expression antérieur du
gene Hoxd4 dans le cerveau postérieur suggérant une régulation différentielle des deux
promoteurs. De méme, les deux promoteurs répondent différemment a I’élément régulateur
contenant un RARE lors d’une stimulation identique au RA. En effet, le promoteur situé en
amont présente une réponse plus modérée et retardée comparée a celle du promoteur situé
en aval qui, lui, réagit de fagon comparable au promoteur du géne Hoxb4 (Folberg et al.,
1997). Ce dernier posséde deux promoteurs actifs qui agissent indépendamment (figure 1.4)
; (Gutman et al., 1994). Pour sa part, le géne Hoxc6 posseéde aussi deux promoteurs
distincts qui générent chacun un transcrit particulier par épissage alternatif (Shimeld et al.,
1993). Enfin, au moins quatre transcrits sont produits a partir du locus du gene Hoxa$. Ils
sont générés a partir de deux promoteurs distincts et leur description sera présentée a la

section 1.5 (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998).

Pour leur part, les genes Hoxa9 et Hoxal( génerent plusieurs transcrits par
utilisation d’un épissage alternatif (Benson et al., 1995; Fujimoto et al., 1998). Ainsi, le
gene Hoxa9 produit deux transcrits qui codent respectivement pour une protéine avec le
domaine homéo (Hoxa9) et une ot ce domaine est perdu (Hoxa9T). En effet, dans ce
dernier cas, une partie de I’exon 1 est excisé lors de 1’épissage provoquant un décalage du
cadre de lecture qui entraine |’apparition d’un codon stop en amont du domaine homéo

(Fujimoto et al., 1998). Ces deux isoformes sont toutes deux co-exprimées pendant
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I’embryogenese et capables de lier le co-facteur CBP (CREB Binding Protein) suggérant,
de ce fait, un réle de compétition de la protéine Hoxa9T pour la liaison avec le co-facteur
(Dintilhac et al., 2004). Les génes Hoxh3 et Hoxb5 produisent également des transcrits
alternatifs qui présentent des patrons d’expression spécifiques suggérant un réle de

régulation spatiale de I’expression de ces geénes (Krumlauf et al., 1987).

La régulation des génes Hox peut également impliquer la production de transcrits
non codants. Ainsi, il existe des transcrits antisens polyadenylés produits a partir du locus
du geéne Hoxal l. Dans les membres en développement, les transcrits antisens sont exprimeés
de fagon conjointe avec les transcrits sens et pourraient former des duplex d’ARN double
brins susceptibles d’étre dégradés (Hsieh-Li et al., 1995). Ce phénomene est conservé pour
le géne HOXA 1 humain suggérant une possible fonction régulatrice conservée au cours de
I"évolution (Potter et Branford, 1998). La production de transcrits antisens a également été
rapportée pour les génes Hoxh3 et Hoxb5. Pour le géne Hoxb3, ces transcrits antisens sont

exprimés spécifiquement dans r4 et r6 (Hogan et al., 1988; Swiatek et Gridley, 1993).

Dans le mésoderme paraxial, la distribution des transcrits du gene FHoxb4 est
restreinte a la région localisée entre les somites 7 & 13 ou est produite la protéine. Par
contre, tous les transgeénes étudiés présentent une expression postérieure au somite 13. La
comparaison avec d’autres transgenes indique que le 3° UTR (UnTranslated Region) est
nécessaire pour déstabiliser le transcrit dans la région somitique postérieure et, ainsi,
restreindre I’expression du géne Hoxb4 au domaine s7-13 (Whiting et al., 1991). Le géne
Hoxb4 serait donc transcrit dans tous les somites postérieurs a s6 et ce serait une régulation
post-transcriptionnelle qui déterminerait la frontiére postérieure du domaine d’expression.
Dans le mésoderme paraxial, la détermination de la frontiere antérieure d’un géne Hox
donné pourrait étre définie par I'initiation temporelle de son activation transcriptionnelle
qui serait reliée a I’horloge de segmentation qui régule la somitogeneése (Dubrulle et al.,
2001; Zakany et al., 2001). La transcription se ferait alors dans tous les somites postérieurs
a ce point, et la frontiére postérieure définitive serait déterminée en contrdlant la stabilité
des transcrits dans la région postérieure par I’intermédiaire de séquences situées dans la

région 3 UTR (Brend et al., 2003).
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Récemment, des études ont montré 1’implication des micros ARNs (miRNA) dans
la régulation des génes Hox. Les miRNAs forment une classe abondante d’ARN non
codants. Ils sont établis dans le noyau a partir d’un transcrit primaire de 80 nucléotides (nt)
ayant une forme d’épingle. Aprés exportation dans le cytoplasme, un miRNA de 22 nt est
excisé. Ces miRNAs sont incorporés dans des complexes qui peuvent contrbler la
traduction et la dégradation des ARNm. Deux familles de miRNAs sont présentes dans les
complexes des genes Hox des mammiferes, soit la famille du miR-10 et celle du miR-196
(Tanzer et al., 2005). Le miRNA miR-10a cible spécifiquement la région 3° UTR du gene
Hoxb4 et pourrait, en partie, expliquer les observations de Brend et collaborateurs décrites
précédemment puisqu’il est exprimé de fagon caudale a la frontiere postérieure du geéne
Hoxb4. Ce méme miRNA est aussi retrouve entre les genes Hoxd4 et Hoxd8 (Pearson et al.,
2005). Pour sa part miR-196a agit sur 1’expression de plusieurs genes en dégradant les
ARNm du géne Hoxbh8 et en inhibant la transcription des genes Hoxc8, Hoxd8 et Hoxa7
(Mansfield et al., 2004; Yekta et al., 2004). Ainsi, les miRNAs pourraient participer a la
définition des domaines d’expression des genes Hox, contribuant ainsi au contrdle spatial et
temporel précis par lequel les génes Hox controlent les processus développementaux

(Pasquinelli et al., 2005).

1.2.2.3. Le principe de colinéarité

La conservation de [’organisation des genes dans chaque complexe est associce a la
conservation de leur expression spatio-temporelle durant I’embryogenese (Krumlauf,
1994). Autrement dit, les genes situés en 3’ des complexes présentent une expression plus
précoce et dans des domaines plus antérieurs que les génes situés plus en 5°. Ceci indique
une étroite correspondance entre I’arrangement chromosomal des génes Hox et leur
régulation dans le temps et ’espace. L’étude des mécanismes qui régissent cette relation de
colinéarité des genes Hox est principalement étayée par les études du groupe du Dr
Duboule sur la mécanistique de la régulation de 1’expression spatio-temporelle des genes
Hox du complexe HoxD. Le principe de colinéarité stipule que le moment de ’activation
d’un gene serait responsable de la position de sa {rontiére d’expression antérieure. Il s’avere
donc qu’une information temporelle doit étre traduite en information spatiale. Toutefois, les

frontieres peuvent différer en fonction des différentes couches cellulaires tel que le tube
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neural ou le mésoderme somitique, suggerant I’existence de plusieurs mécanismes qui
agissent de concert. Ces mécanismes pourraient étre de nature différente soit i)
I’accessibilité transcriptionnelle progressive avec la présence de répresseurs ou
« silencers » pouvant agir sur la structure chromatinienne (Kondo et Duboule, 1999). Pour
ce faire, il existe une séquence décrite a la section 1.2.2.1.1.1, située entre les génes Hoxd!2
et Hoxdl3, douée de propriété de «silencer ». En effet, la délétion de cette séquence
entraine une expression ectopique des génes Hox comme st le mécanisme de répression
avait ¢été aboli. De plus, la transcription des genes Hox eux-mémes pourrait aider a
remodeler la chromatine. Les geénes activés de fagon précoce pourraient recruter les facteurs
nécessaires a I’activation chronologique des génes (Kmita et al., 2000b) ; i1) une activation
colinéaire, dans le temps et 'espace, orchestrée par des séquences régulatrices locales
faisant intervenir un gradient de molécules signalisatrices comme FGF (Section 1.2.2.1.2.3)
; (Bel-Vialar et al., 2002) ; iii) la présence d’éléments régulateurs globaux localisés en
dehors du complexe et qui peuvent réguler plusieurs génes de fagon indépendante du
promoteur. Par exemple, la colinéarité dans les doigts est dépendante d’un élément
régulateur spécifique localisé en aval du complexe D, dans une région de contréle global
(GCR) riche en séquences activatrices (décrit dans la section 1.2.2.1.1.1; figure 1.6) ;
(Kmita et al., 2002a; Spitz et al., 2003). L’expression des génes localisés en 5° du complexe
HoxD dans les doigts est contrélée par un élément global qui est localisé de fagon
centromérique par rapport au complexe. Cet élément régulateur contrdle le temps, la
position spatiale et le niveau d’activité transcriptionnelle des geénes localisés en 5’ du
complexe HoxD (Spitz et al., 2001b; Kmita et al., 2002a; Zakéany et al., 2004). En effet,
cette région englobe un élément régulateur pour les doigts, qui montre un tropisme pour
’extrémité centromérique du complexe, expliquant que la régulation des promoteurs
décroit respectivement pour les génes Hoxd!3, Hoxdl2, Hoxdll et Hoxdl0, procurant ainsi
une base mécanistique pour une colinéarité de type quantitative. De plus, la colinéarité
spatiale résulte d’une balance entre le moment de |’activation et la position par rapport aux
¢léments inhibiteurs localisés en 5’ du complexe HoxD (Tarchini et Duboule, 2006). Une
fonction importante de la colinéarité temporelle serait donc d’empécher les génes situés en
5" d’étre exprimés trop tot et dans des domaines trop antérieurs ce qui entrainerait des

altérations dans le patron développemental (Kondo et al., 1998b).

45



Il a aussi été proposé que les complexes Hox soient initialement dans une
configuration fermée empéchant leur transcription, et, que les complexes deviennent
progressivement ouverts durant le développement. Cette ouverture des complexes
relacherait séquentiellement les genes d’une influence répressive pour les rendre
progressivement disponibles pour la transcription (Kondo et Duboule, 1999). Le
mécanisme temporel qui contrble I’étape d’ouverture des complexes et qui assure qu’un
géne donné soit exprimé au niveau axial appropri¢ est encore inconnu. Cependant, comme
c’est le cas pour I’expression des génes dans les membres, ’ouverture des complexes Hox
dans le mésoderme paraxial pourrait étre reliée au nombre de divisions cellulaires passées
par les cellules souches dans la ligne primitive et le bourgeon de queue a partir desquels les

tissus sont originaires (Dale et Pourquié, 2000; Dubrulle et al., 2001).

D’autre part, une autre étude, menée dans le but d’expliquer les mécanismes
conduisant au phénomene de colinéarité, a révélé une relation entre la modification des
histones et ’activation du géne fHoxd4 (Rastegar et al., 2004). De méme, il pourrait exister
un lien moléculaire entre 1’activation des genes Hox et I'horloge de segmentation. Ainsi,
pendant le développement, les génes Hox sont activés dans le mésoderme pré-somitique
(PSM) suivant une séquence chronologique correspondant a ’ordre des geénes dans le
complexe. Ce mécanisme dépendrait de la voie de signalisation Notch puisque la mutation
d’un effecteur de cette signalisation (RBPJk) se traduit par une réduction de 1I’expression
des genes du complexe HoxD dans le PSM. La voie de signalisation Notch activerait la
transcription des génes dans les cellules proches de la frontiere somitique pour aider ces
cellules & acquérir leur devenir morphologique. Ainsi, les cellules, atteignant la région ou
se forme le somite, répondraient a4 un signal local en activant les geénes Hox
transcriptionnellement actifs pour permettre une coordination temporelle entre la formation
des somites et ’activation des genes Hox (Zakany et al., 2001). Par ailleurs, une étude
récente utilisant des expériences de greffes de portion de PS surexprimant différents genes
Hox chez I’embryon de poulet suggére un lien entre I’ingression des cellules du mésoderme
et ["activation colinéaire des génes du complexe HoxB. En effet, les génes du complexe
HoxB sont activés séquentiellement dans les précurseurs épiblastiques qui bordent la PS.

Cette activation séquentielle induit une ingression ordonnée des cellules épiblastiques dans
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la PS qui serait une étape initiale & 1’établissement des domaines d’expression spécifiques

des génes Hox dans le mésoderme (Iimura et Pourquié, 2000).

Enfin, le suivi de ’activation séquentielle des génes Hox, dans des cellules ES ou
dans un embryon en développement, a montré des modifications de la chromatine le long
du complexe HoxB (Chambeyron et Bickmore, 2004). Ainsi, unc courte exposition au RA,
suffisante pour induire une décondensation générale des loci HoxB dans les cellules ES a
un moment ou seul le géne Hoxbh! devrait &tre exprimé, entraine 1’observation d’une boucle
sélective pour que le géne Hoxbl sorte du territoire chromosomique. Le méme phénoméne
est observé dans la partie postérieure de la PS chez I’embryon ol le géne Hoxb! commence
a étre exprimé au stade E6.5 (Chambeyron et al., 2005). Au méme moment, le géne Hoxb9
ne sort pas de son territoire chromosomique mais ne le fait que plus tardivement dans le
tube neural postérieur au stade E9.5. Le méme résultat est observé lorsque les cellules ES
sont exposées de fagon prolongée au RA. Enfin, dans les tissus du bourgeon caudal au stade
E9.5, les deux genes sont normalement exprimés et apparaissent exclus de leurs territoires
chromosomiques. Ces données suggerent que [’exclusion des genes du territoire
chromosomique est finement couplée a la transcription des génes. L’extrusion du territoire
chromosomique jouerait un réle dans ’activation transcriptionnelle en localisant les génes
dans des sites subnucléaires associés avec des structures facilitant la transcription
(Chambeyron et al., 2005). La décondensation de la chromatine ainsi que la ré-organisation
nucléaire observée au niveau du complexe HoxB pendant la différenciation des cellules ES
est reproduite chez I’embryon au moment de la formation de la PS et dans la spécification
du tube neural. De plus, on observe une organisation nucléaire des geénes du complexe
HoxB le long de 1’axe AP du tube neural qui parallele leur expression co-linéaire

(Chambeyron et al., 2005).

1.2.2.4. Les modifications post-traductionnelles des protéines Hox

Par ailleurs, les protéines Hox peuvent subir des modifications post-traductionnelles
qui peuvent moduler 1’action des protéines en modifiant leur structure tertiaire. Ainsi, les
protéines Hox peuvent étre phosphorylées. C’est le cas par exemple des protéines Hoxb5 et

Hoxa5 (Odenwald et al., 1989 ; Wall et al., 1992). D’autre part, I’étude de la protéine
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Hoxb7 dans des cellules de cancer de sein a permis de montrer que ’action d’un inhibiteur
d’acétylation se traduit par une augmentation de I’activité transactivatrice de la protéine
Hoxb7 suggérant soit une modification de la chromatine au niveau des sites de liaison de la
protéine Hoxb7 pour faciliter ’accés de la protéine & I'’ADN, soit un contréle de sa fonction
par acétylation comme décrit pour p53 (Gu et Roeder, 1997), ou encore 1’acétylation d’un

co-facteur nécessaire pour 1’activité optimale de la protéine Hoxb7 (Chariot et al., 1999).

Comme cela vient d’étre détaillé dans les sections précédentes, plusieurs
mécanismes sont requis pour le controle de I’expression spatio-temporelle des génes Hox.
On retrouve 1'utilisation de séquences régulatrices multiples qui peuvent, dans certains cas,
étre localisées a distance des complexes Hox, étre partagées ou présenter une préférence
pour certains promoteurs. Plusieurs facteurs agissent en frans sur ces séquences
régulatrices, parmi lesquels on retrouve les membres de la famille des protéines Cdx ou les
protéines Hox elle-mémes. Ces mécanismes de régulation entrainent la génération de
transcrits multiples a partir des différents locus des genes Hox pour permettre d’offrir une
plus grande flexibilité dans I’expression des génes. Enfin, la réorganisation nucléaire serait
un des mécanismes impliqués dans la régulation co-linéaire des génes Hox. L’organisation
sous forme de complexe compact pourrait &tre a origine du partage des séquences
régulatrices et de la sélectivité. En contrepartie, ces mécanismes ont contraint les
organismes a conserver cette organisation génomique au cours de 1’évolution, nécessitant la
mise en place de systeme de régulation additionnel comme les éléments de contrdle a
distance. Par ces différents modes de régulation, les organismes veillent a ce que des génes

aussi vitaux que les génes Hox soient exprimés adéquatement.

1.3. Etude de la fonction des génes Hox

1.3.1. Implication des génes Hox dans la spécification du
squelette axial

Chez les vertébrés, la colonne vertébrale est apparentée a une structure segmentée
car elle dérive de structures transitoires appelées somites. Ces derniers sont également a
I"origine des muscles striés et du derme dorsal. Chez la souris, le squelette est composé de

7 vertebres cervicales (C), 13 vertébres thoraciques (T), 6 vertébres lombaires (L), 4
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vertebres sacrales (S) et d’une trentaine de vertébres caudales (Ca) dont les 5 premicéres
présentent des processus latéraux. Des approches génétiques ont montré que les genes Hox
de souris, exprimés pendant la somitogenése, sont essentiels a la spécification de I’identité
axiale. La premiére démonstration provient de 1’étude de 1’expression ectopique du gene
Hoxa7 qui se traduit par des malformations au niveau des vertebres cervicales. Ainsi, la
deuxieme vertébre cervicale acquiert I’identité d’une troisiéme vertébre cervicale,
démontrant ainsi une fonction homéotique des génes Hox chez la souris (Kessel et al.,
1990). La méme approche, utilisée avec les genes Hoxb6, Hoxc6, Hoxb7, Hoxb8 et HoxcS,
a généré des résultats similaires, a savoir des transformations homéotiques de
postériorisation dans les domaines d’expression ectopique (Jegalian et al., 1992; Kaur et al.,

1992; McLain et al., 1992; Charité et al., 1994; Pollock et al., 1995).

L’analyse des souris déficientes pour une fonction ffox confirme que la fonction
homéotique de ces génes est conservée au cours de I’évolution. La majorité des génes Hox
a été mutée et les conséquences sur I'identité axiale décrites. Contrairement aux ¢tudes de
gain de fonction qui, comme chez la drosophile, se traduisent par des transformations de
postériorisation, les transformations homéotiques décrites chez les souris porteuses d’un
locus Hox muté sont majoritairement des transformations d’antériorisation. Dépendamment
du domaine d’expression du géne Hox et des phénotypes observés le long de ’axe AP, on
peut les classer en trois groupes : i) les genes de la téte des groupes paralogues 1a 4, ii) les
génes du tronc des groupes paralogues 5 a 8 et iii) les génes caudaux des groupes
paralogues 9 a 13. L’ensemble des transformations homéotiques du squelette axial,

rapportées par les études de perte de fonction des génes Hox, est présenté dans la figure 1.8.

1.3.1.1. Les génes Hox des groupes paralogues 1 a 4

La mutation des génes des groupes paralogues 1 et 2 et du géne Hoxa3 se traduit par
des malformations de la boite cranienne qui correspond au domaine d’expression le plus
antérieur de chacun de ces genes (Lufkin et al.,, 1991; Chisaka et al., 1992; Gendron-
Maguire et al., 1993; Rijli et al., 1993; Barrow et Capecchi, 1996; Goddard et al., 1996;

Studer et al., 1996; Davenne et al., 1999). Chez les mutants Hoxb3, on retrouve notamment
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une altération de C1 et C2. Des transformations de C1 en os basi occipital et de C2 en C1
sont caractéristiques des mutants Hoxd3 (Chisaka et Capecchi, 1991; Condie et Capecchi,
1993; Manley et Capecchi, 1997). Les mutations combinées Hoxa3/Hoxd3 et Hoxb3/Hoxd3
présentent une région atteinte qui est plus étendue avec une sévérité des phénotypes
observés qui augmente avec le nombre d’alleles mutés suggérant une redondance

fonctionnelle entre les membres d’un méme groupe paralogue (Manley et Capecchi, 1997).

Le geéne Hoxa4 posséde une frontiére antérieure d’expression au niveau de la
prévertebre (pv) 1 alors qu’elle se situe au niveau de pv2 pour les autres geénes du groupe
paralogue 4. Les souris Hoxa4"™ présentent une transformation de C3 en C2 et de C7 en T1
(Horan et al., 1994; Kostic et Capecchi, 1994). Cependant, la mutation du gene Hoxa4
interféere avec ’expression du géne Hoxa5 avoisinant, ce qui pourrait expliquer ce dernier
phénotype commun aux deux genes (Aubin et al., 1998). Les mutations Hoxb4 et Hoxd4
montrent une transformation de C2 en Cl. De plus, les souris Hoxb4”"™ meurent 2 la
naissance d’une fission sternale (Ramirez-Solis et al., 1993). Deux mutants pour le géne
Hoxc4 ont été décrits et I'impact des mutations sur le squelette axial differe. Ainsi, le
remplacement d’une partic du géne par une cassette de sélection provoque une
antériorisation de T3 en T2 et de T8 en T7 ainsi qu’une postériorisation de C7 en T1
(Saegusa et al., 1996). Lorsque I'insertion de la cassette de sélection a lieu dans la boite
homéo, on retrouve de nombreuses antériorisations entre T2 et T11 suggérant un impact de
I'insertion sur les génes Hox environnants (Boulet et Capecchi, 1996). Comme pour les
mutants du groupe paralogue 3, la sévérité des phénotypes s’accroit avec la combinaison
d’alleles présents. Ainsi, chez le triple mutant des geénes Hoxa4/Hoxb4/Hoxd4, les
cervicales situées entre C2 et C5 se transforment toutes en C1 alors que seulement certaines
le sont dans le cas des différentes combinaisons de mutants doubles (Horan et al., 1995a;

Horan et al., 1995b).

En général, les phénotypes observés chez les mutants des génes de la téte sont
restreints a leur domaine d’expression le plus antérieur. Par contre, pour le géne Hoxc4, les
transformations homéotiques sont observées au niveau de la région pv7-14 qui correspond

au domaine d’expression la plus importante du géne (Boulet et Capecchi, 1996).
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1.3.1.2. Les geénes Hox des groupes paralogues 5 a 8

Les genes Hoxa5 et Hoxb5 présentent une frontiere antérieure de leur domaine
d’expression au niveau de pv3. Elle se situe au niveau de pv5 pour Hoxe5. La mutation du
géne Hoxa5 résulte en des transformations homéotiques dans la région cervico-thoracique
entre pv3 et pv10, avec, notamment, une transformation de C6 en C5 et de C7 en T1 chez
tous les individants mutants (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998). La description
détaillée des phénotypes squelettiques liés a la perte de fonction du gene Hoxal sera
présentée dans la section 1.5. Il est important de noter que le mutant Hoxa5 est le premier
mutant /Hox décrit qui présente a la fois des transformations d’antériorisation (C6 en C5) et
de postériorisation (C7 en T1) ; (Jeannotte et al., 1993). La mutation du géne Hoxbh5
entraine une transformation d’antériorisation des vertebres C6 a T1 et une antériorisation du
positionnement de la ceinture scapulaire (Rancourt et al., 1995). La mutation du géne
Hoxe5 se traduit par un phénotype similaire & celui du géne Hoxc4. Cependant, il est
difficile d’interpréter les données compte tenu de I’interférence transcriptionnelle de la
mutation Hoxc4 sur I’expression de Hoxc5 (Boulet et Capecchi, 1996). La mutation des
trois genes du groupe paralogue 5 résulte en des transformations homéotiques
d’antériorisation des vertebres C3 a T2 avec des transformations de C3 a Tl en C2

(MclIntyre et al., soumis).

Le groupe paralogue 6 est constitué de 3 membres soit Hoxa6 (frontiére rostrale a
pv9), Hoxb6 et Hoxc6 (frontiere rostrale a pv7). Les souris mutantes pour la fonction
Hoxa6 présentent une postériorisation de C7 en T1 et de T1 en T2 (Kostic et Capecchi,
1994). La transformation C7 en T1 intervient en dehors du domaine d’expression du géne
Hoxa6. Comme cette transformation est présente chez tous les individus Hoxa5", ces
données suggerent une interférence de la mutation du geéne Hoxa6 sur celle du gene Hoxal.
La mutation du geéne Hoxb6 est semblable a celle du géne Hoxb5 avec les transformations
de T1 en C7, C7 en C6 et C6 en C5 (Rancourt et al., 1995). La mutation conjointe des trois
genes du groupe paralogue 6 provoque des transformations homéotiques confinées a la
région située entre C7 et T6. Ainsi, les vertebres T1 a T3 acquicrent des caractéristiques de
vertebres cervicales (Mclntyre et al., soumis). De plus, des phénotypes différents sont

observés chez les mutants des groupes paralogues 5 et 6 dans la région ou leur expression
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est conjointe suggérant des fonctions indépendantes de ces groupes paralogues pour la

spécification des vertebres situées entre C7 et T2 (figure 1.9).

Les génes Hox du tronc sont exprimés dans la partie thoracique du squelette axial.
Or, contrairement au reste du squelette, la région thoracique contient le sternum et les cotes
sternales (squelette abaxial) qui dérivent, des somites et du mésoderme de la plaque latérale
(Nowicki et Burke, 2000). Chez les mutants des groupes paralogues 5 (Hox5) et 6 (Hox6),
on retrouve des anomalies au niveau du squelette abaxial caractérisées par un défaut de
formation du sternum. Les mutants combinés HoxJ5 présentent des sterni plus courts dont la
premiere sternébre est manquante et ou le processus xiphoide est non fusionné.
Chez les individus Hox6, le phénotype est plus important avec un sternum altéré en plus
d’étre raccourci. De plus, le processus xiphoide est absent et on retrouve de nombreuses
fusions costales. Dans chaque combinaison de mutants multiples présentant 5 alleles
mutants pour chacun des groupes paralogues 5 et 0, le phénotype observé est moins sévere
que lorque tous les alleles sont mutés démontrant un haut degré de redondance

fonctionnelle (MclIntyre et al., soumis).

Les souris mutantes pour le géne Hoxb7, exprimé jusqu’a pv11/12, présentent des
malformations du sternum lorsqu’il est muté (Burke et al., 1995). Les individus mutants
pour le géne Hoxa7 (exprimé jusqu’a pv10) ne présentent aucune anomalie du squelette
axial (Chen et al., 1998). Toutefois, la mutation conjointe des geénes Hoxa7 et Hoxb7
résulte en un phénotype Hoxb7 amplifié suggérant une redondance fonctionnelle entre les
deux genes (Chen et al., 1998). On retrouve, comme pour les autres groupes paralogues,
uneaugmentation de la pénétrance des phénotypes proportionnellement au nombre d’alleles

mutants présents.

Les génes Hoxb8, Hoxe8 et Hoxd8 s’expriment jusqu'a pv7, pv8 et pvls,
respectivement (Izpisia-Belmonte et al., 1990; Deschamps et Wijgerde, 1993; Tiret et al.,
1993). La mutation du géne Hoxd8 entraine I’attachement d’une paire de cotes
supplémentaire au sternum soit une transformation de T8 en T7 ainsi que le développement
d’une cote rudimentaire sur L1, la transformant en T13 (van den Akker et al., 2001). Ces

mémes transformations sont retrouvées avec une plus grande pénétrance chez le mutant
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Hoxce8 qui présente, en plus, une transformation de T7 en T6 (Le Mouellic et al., 1992;
Tiret et al., 1993; van den Akker et al., 2001). La mutation du géne Hoxh8 se traduit par
des défauts de formation du sternum. La mutation du géne Hoxa8 ou Hoxe8 associée a celle
de Hoxb8 se traduit par une diminution de la pénétrance des transformations T8 en T7 et L1
en T13. Par contre, il y a augmentation de la pénétrance du phénotype de transformation de
T1 et T2 normalement observée chez le mutant Hoxb8 (van den Akker et al., 2001). La
distinction entre les squelettes primaxial et abaxial est peut étre a I’origine de la difficulté
d’interprétation des phénotypes squelettiques au niveaun thoracique des mutants des groupes
paralogues 7 et 8. Une étude des squelettes de ces individus comme celle menée sur les
mutants Hox5 et Hox6 pourrait étre un moyen de clarifier la fonction de ces génes dans la

spécification du squelette.

1.3.1.3. Les génes Hox des groupes paralogues 9 a 13

Le geéne Hoxa9 est exprimé de D’extrémité caudale jusqu’a pvl4 et les
transformations du squelette sont situées dans la région ol le gene est le plus fortement
exprimé. On retrouve une malformation du sternum ainsi qu’une antériorisation des
vertebres entre L1 et L5 (Fromental-Ramain et al., 1996a). Le géne Hoxb9 est exprimé
Jusqu’a pv10 et 'abolition de sa fonction provoque 1’apparition d’anomalies sternales et
costales (Chen et Capecchi, 1997). La mutation du geéne Hoxc9 (exprimé jusqu’a pv16)
résulte en une antériorisation des vertébres situées entre T10 et L1 (Suemori, 1995). Enfin,
la mutation du gene Hoxd9 (normalement exprimé jusqu’a pv20) se traduit par des
transformations d’antériorisation des vertébres L3 a L5 et S2 a Cal (Fromental-Ramain et
al., 1996a). A nouveau, I’étude de mutants combinés montre le synergisme d’action des
genes d’un méme groupe paralogue dans la spécification axiale puisque la pénétrance des
phénotypes est proportionnelle a 1’augmentation du nombre d’alléles mutés (Fromental-
Ramain et al., 1996a; Chen et Capecchi, 1997). Enfin, chez les mutants du groupe
paralogue 9 (Hox9), des transformations d’antériorisation de T8 a L4 en T7 ainsi qu’un

attachement des cotes de T7 a T13 au sternum a été rapporté (Mclntyre et al., soumis).

De part leur place au sein des complexes, les membres du groupe paralogue 10

specifient la région lombo-sacrale. Le géne Hoxal0O est exprimé jusqu'a pv20 et sa
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mutation provoque une antériorisation de L1, L2, S1 et S2 ainsi qu’une postériorisation des
vertebres T3 a T12. Ces derniéres sont inattendues car localisées dans un domaine plus
antérieur a ’expression du géne. L’insertion de la cassette de sélection en serait la cause car
clle interférerait avec les génes avoisinants (Rijli et al., 1995). D’ailleurs, un autre mutant
Hoxal0 présente un phénotype moins marqué avec des transformations de L1 en T13 et des
malformations des vertébres S1 4 S4 (Satokata et Uchiyama, 1995). La mutation du géne
Hoxd10 entraine une antériorisation des vertebres S1 a4 Cal (Carpenter et al., 1997). La
méme mutation, générée par Rijli et coll. (1994), en utilisant un promoteur différent pour
diriger I'expression de la cassette de sélection, résulte en une mortalité périnatale ainsi
qu'en de nombreuses malformations crano-faciales et axiales. Une interférence
transcriptionnelle de la cassette de sélection avec d’autres geénes du complexe serait a
I'origine du phénotype observé. Chez les individus doubles mutants pour les genes
HoxalO/Hoxd!0, la transformation L1 en T13 est observée chez tous les individus, de
méme que des transformations de vertébres plus postérieures (Wahba et al., 2001). Bien
que la mutation du gene Hoxecl/0 ne produise pas de transformation notable (Suemori et
Noguchi, 2000), la mutation des trois génes du groupe paralogue 10 (Hox/0) résulte en une
perte complete des vertebres lombaires et sacrales qui sont transformées en vertebres
thoraciques porteuses de cotes. Quelque soit la combinaison de 5 alléles mutants du groupe
paralogue 10, les phénotypes observés sont similaires et moins séveres que la mutation des
6 alléles Hox /0, indiquant une contribution ¢gale de chacun des génes dans la spécification
axiale (Wellik et Capecchi, 2003). Ainsi, il est postulé que les genes Hox du groupe
paralogue 10 agissent comme répresseur de la formation de cotes thoraciques dans la partie
lombaire, expliquant la présence de cotes sur ces vertebres chez les mutants Hox10 (figure
1.9). De plus, I'expression ectopique de Hoxal0 résulte en une répression de la formation

des cotes dans la région d’expression ectopique (Carapuco et al., 2005).

Chez les souris Hoxal! mutantes, on retrouve une postériorisation de T13 en L1 et
une antériorisation de S1 en L6 (Hogan et al., 1988). Une antériorisation des vertebres S2 a
Cal est une conséquence de la perte de fonction du géne Hoxd! (Izpisua-Belmonte et al.,
1991). Comme c¢’est souvent le cas, la mutation combinée Hoxall/Hoxdll se caractérise
par des phénotypes plus exacerbés avec S1 et S2 transformées en L6 (Davis et al., 1995).

De plus, la perte d’un allele du géne Hoxal0, combinée a la mutation du géne Hoxdl1,
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présente les mémes transformations que la mutation Hoxd1! mais avec une pénétrance plus
importante. Cette double mutation provoque une antériorisation de toute la région lombaire
montrant un synergisme entre ces deux genes (Favier et al., 1996). Chez les mutants des
trois génes du groupe paralogue (Hox/1/), aucune vertébre sacrale n’est retrouvée car elles
se trouvent transformées en vertebres de type lombaire. On retrouve également un défaut de
la morphologie pelvienne (Wellik et Capecchi, 2003). Les membres du groupe paralogue
11 agiraient comme répresseurs de I’effet négatif des genes du groupe paralogue 10 sur la
formation des cdtes afin de permettre la formation adéquate des vertebres sacrales (figure

1.9).

Le gene Hoxdl2 est exprimé jusqu’a pv30 et aucun effet de la mutation n’a été
rapporté concernant la spécification du squelette axial (Davis et Capecchi, 1996). Parmi les
génes du groupe paralogue 13, la mutation du gene Hoxal3 est létale pendant le
développement embryonnaire et donc aucune étude du squelette axial n’a été entreprise
(Fromental-Ramain et al., 1996b). La mutation du gene Hoxcl3 montre une antériorisation
des vertebres entre Ca5 et Cal0 alors que la mutation du gene Hoxdl3 présente une

antériorisation des vertebres S4 a Ca3 (Dollé et al., 1993a; Godwin et Capecchi, 1998).

Il est maintenant clairement établi que les genes paralogues peuvent avoir des
fonctions redondantes. Ainsi, les mutations multiples au sein d’un groupe paralogue
résultent le plus souvent en des phénotypes plus séveres que ceux causés par les mutations
simples (Davis et al., 1995; Horan et al., 1995b; Chen et Capecchi, 1999; Wellik et
Capecchi, 2003; Mclntyre et al., soumis). La figure 1.9, qui indique les régions affectées
chez les mutants Hox4, Hox5, Hox6, Hoxl10 et Hoxll, montre que ces transformations
obéissent au principe de colinéarité puisque les genes situés les plus en 3" affectent des
structures plus antérieures que les génes situés plus en 5°. Toutefois, chacun des phénotypes
décrits pour une mutation d’un gene pourrait étre modifi€¢ par les genes avoisinants du
méme complexe. En effet, la délétion de séquences géniques pendant le ciblage de la
mutation pourrait conduire a la perte d’éléments de contrdle des génes adjacents. Ainsi, le
phénotype d’une mutation individuelle pourrait étre le résultat combiné de la perte du géne
et de ’expression altérée des genes voisins. Afin de clarifier le role spécifique de chacun

des complexes, des souris porteuses de délétion compléte de complexes ont été générées.
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La délétion de tous les membres du complexe B (HoxB), excepté le géne Hoxbl3, se
traduit par I’obtention d’individus homozygotes qui meurent a la naissance en présentant un
corps de forme arrondie. Cette mortalité est associée a des difficultés respiratoires. L’étude
du squelette axial chez les mutants HfoxB montre des transformations équivalentes a la
somme des pertes des fonctions associées aux geénes Hoxb5, Hoxb6 et Hoxb§ (figure 1.8).
La redondance des fonctions des génes présents dans les autres complexes pourrait
expliquer le faible effet observé chez le mutant Hox8 (Medina-Martinez et al., 2000). La
délétion du complexe C (HoxC) provoque également une mortalité¢ périnatale qui est
attribuable a4 un probléme respiratoire. Le squelette axial et les membres postérieurs ne
présentent aucune anomalie, pas méme celles décrites chez les mutants simples. Le
complexe HoxC ne semble donc pas essentiel pour la formation du squelette, et en son
absence, les génes Hox restants sont capables de compenser la mutation (Suemori et
Noguchi, 2000). La délétion du complexe D (HoxD) et son remplacement par un géne
rapporteur montre un effet qui correspond a une combinaison des phénotypes observés chez
les mutants simples et qui est comparable a la délétion des genes Hoxd4 a Hoxdl3. La
délétion du complexe D provoque une fusion de C1 et C2 ainsi qu’une postériorisation de
la transition lombo-sacrale avec sept vertebres lombaires au lieu de six. Ainsi, I’altération
est renforcée et plus pénétrante démontrant une redondance fonctionnelle des génes du
complexe HoxD pendant la morphogenése vertébrale (Zakany et Duboule, 1999b; Spitz et
al.,, 2001b). Toutefois, comme pour la mutation HoxB et HoxC, le complexe HoxD ne
semble pas essentiel au processus de segmentation primaire. La possibilité d’une
compensation par les autres complexes demeure tant que des mutations conjointes de
complexes ne seront pas réalisées (Medina-Martinez et al., 2000; Suemori et Noguchi,
2000; Zakany et al., 2001). Comme la mutation du géne Hoxal3 est embryonnaire létale,
un mutant conditionnel du complexe A (HoxA) a été généré et utilis¢ pour étudier 1'impact
de la délétion du complexe HoxA dans le développement des membres. Toutefois, aucune

¢tude du squelette axial n’a été entreprise (Kmita et al., 2005).

Les études de perte de fonction confirment que les génes Hox de souris sont
essentiels a la spécification de 1'identité¢ axiale. Ainsi, les mutations des génes Hox
entrainent majoritairement des transformations homéotiques d’antériorisation des vertébres.

Ces ¢études révelent également que ces transformations apparaissent le plus fréquemment
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dans la partie antérieure du domaine d’expression des genes Hox. Cette derniére
observation est en accord avec le concept de prévalence postérieure décrit a la section
1.2.2.1.2.7. Enfin, I’étude de mutations combinées des génes Hox révele une grande
redondance fonctionnelle entre les génes d’un méme groupe paralogue qui doit étre un

héritage fonctionnel du complexe homéotique ancestral.

1.3.2. Implication des génes Hox dans les processus
d’organogenése

Chez les vertébrés, la relation de colinéarité existant entre [’organisation
chromosomique des génes Hox et leur profil d’expression ne se limite pas a la colonne
vertébrale. On la retrouve également dans le tube neural, la créte neurale, le
rhombencéphale, ’ectoderme de surface, les arcs branchiaux, les systemes digestif,
respiratoire et urogénital ainsi que dans les membres (Krumlauf, 1994; Aubin et Jeannotte,
2001). Bien que les premieres études concernant la mutation des génes Hox se soient
focalisées sur les conséquences au niveau de la spécification du squelette axial, il n’en
demeure pas moins que bon nombre de ces mutations ont des répercussions sur la viabilité
et ’organogenese des souris. De fait, seules les mortalités associées aux mutations des
genes Hoxd3 (dislocation cervicale) et Hoxb4 (fissure sternale) sont explicables par les

transformations squelettiques observées.

1.3.2.1. Génes Hox et systéme nerveux central et créte neurale

Les génes des groupes paralogues 1 & 4 sont impliqués dans 1’établissement du SNC
et des derives des CCN (Lufkin, 1996; Lumsden et Krumlauf, 1996). Le tube neural donne
naissance a 1’ébauche des cerveaux antérieur, médian et postérieur. Pour leur part, les CCN
proviennent du niveau dorsal du tube neural en développement et peuvent migrer dans
différentes régions de I’embryon ot elles se différencient en une variété de types cellulaires

pour contribuer a 1’ontogenese de plusieurs organes et structures (Santagati et Rijli, 2003).

Les anomalies observées chez les mutants Hoxal sont confinées au domaine
antérieur d’expression, soit une désorganisation de la région r4-r7, provoquant une

mortalité périnatale associée a une anoxie. Celle-ci semble liée a ’absence de structures
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importantes pour le contréle respiratoire comme le noyau moteur du nerf facial, le noyau
moteur du nerf vague et le nerf glosso-pharyngien. Les mutants Hoxal présentent
également un retard dans la fermeture du tube neural a E9.5 et la partie basale de 1’os
occipital et P'oreille interne sont altérées (Lufkin et al, 1991, Chisaka et al, 1992;
Carpenter et al., 1993; Doll¢ et al., 1993b; Mark et al., 1993). Plusieurs mutations du géne
Hoxbl ont été rapportées (Goddard et al., 1996; Studer et al., 1996; Gavalas et al., 1998;
Studer et al., 1998). Les seules anomalies détectées concernent un probléme de formation
des composants somatiques moteurs du nerf facial, ainsi qu’un défaut dans la musculature
faciale, entrainant une paralysie faciale. Hoxbl est exprimé spécifiquement dans r4 ou il
caractériserait et contrélerait la migration des précurseurs des neurones moteurs faciaux
(Goddard et al., 1996; Studer et al., 1996; Bell et al., 1999; Gaufo et al., 2000). Dans le cas
de la mutation double des geénes Hoxal et Hoxbl, on retrouve une perte du deuxiéme arc
branchial et de ses tissus dérivés (Studer et al., 1998; Rossel et Capecchi, 1999). Enfin,
chez Xénope, la mutation de 1’ensemble des génes du groupe paralogue 1 cause un
phénotype sur la spécification du cerveau postérieur plus sévere que celui observé avec les
mutations simples ou doubles. Le cerveau postérieur est alors réduit et présente une perte

de la specification des rhombomeres 2 a 7 (McNulty et al., 2005).

Chez les individus porteurs d’une mutation du géne Hoxa2, les dérivés du deuxieme
arc branchial prennent ’identité de ceux dérivant du premier arc branchial, entrainant une
duplication de I'oreille moyenne (Gendron-Maguire et al., 1993; Rijli et al., 1993). On
retrouve également un défaut de segmentation caractérisé par une altération des tracés
axonaux au stade E10.5. De plus, rl est plus large, r2 et r3 sont plus petits et 12 acquiert des
caractéristiques de rl1 (Gavalas et al., 1997). Enfin, I'expression ectopique de Hoxa2 dans
rl provoque une acquisition des caractéristiques de neurones moteurs issus de r2 ou r4
(Bell et al., 1999; Jungbluth et al., 1999). La mutation conditionnelle du géne Hoxa2, aprés
la migration des CCN dans le deuxieéme arc branchial, reproduit le phénotype décrit chez le
mutant conventionnel démontrant que les CCN nécessitent la fonction du géne Hoxa2 pour

compléter leur programme morphogénétique (Santagati et al., 2005).

Pour leur part, les génes du groupe paralogue 3 influencent 1’identité neuronale.

Dans 16, les génes Hox3 sont requis pour supprimer 1’expression du géne Hoxbl. En effet,
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la mutation des geénes du groupe paralogue 3 résulte en une expression ectopique du géne
Hoxb1 dans r6 qui se traduit par une différenciation en motoneurones généralement obtenus
a partir de r4. Dans la partie ventrale de r5, Hoxa3 et Hoxb3 sont nécessaires pour la
spécification des progéniteurs de neurones moteurs. Ainsi, 1’activité coordonnée des genes
Hox3 le long de 1’axe AP est requise pour I’établissement de 1’identité de r5 et r6 (Manley
et Capecchi, 1997; Gaufo et al., 2003). Généralement, les défauts du tube neural sont
associés aux genes Hox des groupes paralogues 1 a 3. Les autres geénes en présentent
rarement. Toutefois, des études récentes montrent une fonction du géne Hoxas au niveau
du SNC. Ainsi, la génération d’une souris transgénique, qui exprime ectopiquement le gene
Hoxa5 dans la région dorsale du tube neural a mi-gestation montre une déficience
structurale de la région cervicale du tube neural, une différenciation altérée, une migration
et une apoptose indépendante de p53 des neurones de la corne dorsale superficielle. Une
expression aberrante du géne BRN34, un facteur de transcription qui marque les neurones
dans la partie ventrale du cerveau postérieur, est une autre conséquence observée (Krieger

et al., 2004; Abbott et al., 2005).

Les mutations des genes Hoxb8, Hoxc8, Hoxal0 et Hoxdl0 produisent des
altérations dans le développement et/ou la projection des neurones moteurs. Chez les
individus Hoxc8”, les muscles des membres postérieurs sont innervés par des neurones
moteurs surnumeéraires provenant des segments spinaux C5-C6 et T1 (Tiret et al., 1998). En
présence d’un gain de fonction du géne Hoxb8, sous controle du promoteur RARfS2, on
observe la présence d’un ganglion spinal surnuméraire, nommé le ganglion de Froriep. Ce
dernier dégéneére normalement a E10.5 suggérant un effet anti-apoptotique du géne Hoxb8
dans les cellules du ganglion (Charité et al., 1994). L’inactivation du gene Hoxal0 produit
une transformation antérieure du nerf spinal lombaire et celle du geéne Hoxdl0, une
altération de I’identité du segment spinal de la troisiéme lombaire (Rijli et al., 1995;
Carpenter et al., 1997; Tarchini et Duboule, 2006). La mutation conjointe des genes
Hoxal0 et Hoxdl0 se traduit par une réduction significative de I’innervation périphérique
dérivée du nerf tibial ainsi qu’en une suppression de plusieurs ramifications postérieures du
nerf sciatique (Wahba et al., 2001). Ces altérations semblent provenir d’une perte de
neurones moteurs et/ou de 'identité de plusieurs segments spinaux lombaires. Une fois

encore, les phénotypes observés chez les doubles mutants s’avérent étre une combinaison
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des phénotypes observés chez les mutants simples et suggérent un effet de synergisme entre
les génes d’un méme groupe paralogue. De ce fait, I’information de spécification régionale,
requise pour établir les différents domaines du systeme nerveux en développement, semble
dérivée d’une activité coordonnée des geénes paralogues (Carpenter, 2002). Enfin, la
délétion HoxB affecte la morphologie du nerf cranien suggérant une sommation des
phénotypes individuels décrits chez les mutants Hoxb! a Hoxb4 (Medina-Martinez et al.,
2000). Aucune altération du systéme nerveux consécutive a la délétion des complexes
HoxA, HoxC et HoxD n’a été rapportée (Suemori et Noguchi, 2000; Spitz et al., 2001b;
Kmita et al., 2005).

1.3.2.2. Génes Hox et morphogenese des organes glandulaires

L’invalidation de certains génes Hox a révélé leur participation dans la formation
des structures osseuses, cartilagineuses et glandulaires. Ainsi, une absence de thymus et de
glande parathyroide est observée chez les doubles mutants Hoxal/Hoxbl suggérant un
probleme de spécification du troisiéme arc branchial dont elles dérivent (Rossel et
Capecchi, 1999). La mutation du geéne Hoxa3 est létale & cause d’anomalies
cardiovasculaires et de malformations des os et des cartilages du cou. Les souris Hoxa3™"
sont dépourvues de thymus, de glande parathyroide et présentent une réduction de la glande
thyroide ainsi qu’un déplacement de I’isthme thyroidien (Chisaka et Capecchi, 1991;
Manley et Capecchi, 1995). L’analyse des mutants composés du groupe paralogue 3,
montre un synergisme sur la migration des cellules précurseurs de ces différents organes.
Toutefois, de par son expression exclusive dans les troisiéme et quatrieme poches
pharyngiales, le gene Hoxa3 semble jouer un réle prépondérant comparé aux autres genes
du groupe paralogue 3 (Manley et Capecchi, 1997, Manley et Capecchi, 1998). La mutation
du gene Hoxa’ montre également I'implication du géne dans la fonction de la glande
thyroide. Briévement, les individus Hoxa5™" présentent une hypothyroidie et une
désorganisation des follicules thyroidiens qui sera présentée a la section 1.5.3.4 (Meunier et

al., 2003).
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1.3.2.3. Génes Hox et le systéme respiratoire

Les études de perte de fonction des génes Hox ont révelé leur implication lors de
’ontogeneése du systéme respiratoire. Ainsi, plusieurs des genes Hox des groupes 1 4 6 sont
exprimés pendant le développement du systéme respiratoire. Tout comme pour le squelette
axial, leur implication sur le modelage proximodistal est dépendant de leur position le long
des complexes (Cardoso, 1995). Tel que mentionné, les individus Hoxal”" meurent 2 la
naissance a cause d’une anoxie. Toutefois, cette derniére n’est pas associée a des défauts
d’ontogenése du systéme respiratoire mais a4 une altération des centres de contrdle
respiratoire dans le tronc cérébral (Section 1.3.2.1). Pour leur part, les individus Hoxal™
/HoxbI™" présentent des poumons qui sont plus petits avec un nombre réduit de lobes.
Toutefois, 1’histologie pulmonaire apparait normale (Rossel et Capecchi, 1999).
L’inactivation du géne Hoxa3 provoque une malformation des os et des cartilages de la
machoire et du larynx, notamment le cartilage thyroidien (Manley et Capecchi, 1998). Le
gene Hoxal aurait un réle complémentaire au niveau du larynx puisque la formation du
cartilage cricoidien est affectée. Jusqu’a présent, seule la mutation du géne Hoxa5 entraine
une mortalité périnatale attribuable a une dysmorphogenése du systéme respiratoire qui sera
présentée a la section 1.5.3.2.1 (Aubin et al., 1997). Le géne Hoxb3 est également exprimé
au niveau pulmonaire, ou il jouerait un rdle dans la speécification des ramifications
aériennes pendant la morphogenése pulmonaire ainsi que dans la spécification
bronchiolaire (Volpe et al., 1997; Volpe et al., 2000a; Volpe et al., 2000b; Volpe et al.,
2003). Aucune altération pulmonaire n’a été rapportée pour les autres génes Hox, suggérant
un role prépondérant du gene Hoxa5 dans 1’ontogenése pulmonaire, ainsi qu’une possible
redondance fonctionnelle des différents membres des groupes paralogues. Enfin, la délétion
des complexes HoxB et HoxC est caractérisée par une mortalité périnatale associée a une
détresse respiratoire. Malheureusement aucune étude approfondie n’a été rapportée
concernant la caractérisation du phénotype respiratoire associé¢ a ces mutations (Medina-

Martinez et al., 2000, Suemori et Noguchi, 2000).

1.3.2.4. Génes Hox et le systéme digestif
La mutation des genes homéotiques chez la drosophile peut modifier la constriction

des muscles dans le mésoderme de I’intestin moyen, indiquant un role ancestral des geénes
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Hox dans ’assignation des spécificités le long du systéme digestif primitif (Bienz, 1994).
En effet, I’inactivation de plusieurs génes Hox indique qu’ils sont impliqués dans la
spécification régionale du tube digestif chez la souris. Ainsi, la mutation du gene Hoxc4 se
traduit par une malformation de I’cesophage qui serait a I’origine de la mortalité observée
dans les jours suivant la naissance. Une malformation de la couche musculaire entrainerait
un défaut de nutrition des nouveau-nés (Boulet et Capecchi, 1996). Pour sa part, la
surexpression de Hoxa4 provoque la formation de mégacolon, soit une accumulation de
matiéres fécales dans le colon qui serait & I'origine du déces des individus avant 1’age
adulte (Wolgemuth et al., 1989). L’inactivation du gene Hoxal résulte en un phénotype au
niveau gastro-intestinal avec un retard dans la maturation intestinale et une désorganisation
de 1I’épithélium gastrique (Aubin et al.,, 1999; Aubin et al., 2002a). Une altération du
systeme digestif a également été rapportée pour la mutation du géne Hoxc8 (Le Mouellic et
al., 1992; Tiret et al., 1998). Par ailleurs, la délétion des genes du complexe HoxD, excepté
Hoxd1, provoque un retard de développement des individus qui présentent une absence du
sphincter ileocaecal et une transition continue entre I’iléum et le colon suggérant un réle
des geénes du complexe HoxD pour définir les constrictions physiologiques le long du

mésoderme digestif (Kondo et al., 1996; Sekimoto et al., 1998; Zakany et Duboule, 1999a).

1.3.2.5. Génes Hox et le systéme urogénital

La premiére indication d’une implication des genes Hox dans le développement du
systeme urogénital vient du fait que de nombreuses mutations causent la stérilité. En accord
avec le principe de colinéarité, ce sont surtout les genes des groupes paralogues 9, 10, 11 et
13 qui sont impliqués. De ce fait, le géne Hoxa9 est exprimé au niveau des oviductes,
Hoxal0 et Hoxall au niveau du col utérin et de I'utérus et enfin Hoxal/3 au niveau du
vagin et de la vulve (Du et Taylor, 2004). Un phénotype de stérilité est observé lors de
I’inactivation des genes Hoxal (0, Hoxall, Hoxdll, Hoxal3 et Hoxdl3 (Dollé et al., 1993a;
Davis et Capecchi, 1994; Davis et al., 1995; Favier et al., 1995; Hsieh-Li et al., 1995; Rijli
et al., 1995, Satokata et Uchiyama, 1995; Benson et al., 1996; Kondo et al., 1996; Podlasek
et al., 1997; Warot et al., 1997). Par exemple, les méales Hoxal 0" et Hoxall™ sont atteints
de cryptorchidisme et présentent une transformation de type homéotique au niveau du canal

déférent qui acquiert des caractéristiques de 1’épididyme. Chez les femelles, on observe une
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transformation de la premiere partie de 1’utérus qui acquiert des caractéristiques d’oviducte
(Hsieh-Li et al., 1995; Rijli et al., 1995; Satokata et Uchiyama, 1995; Benson et al., 1996).
L’expression du géne Hoxal0 au niveau de ['utérus varie avec le cycle reproductif
atteignant un niveau maximal au moment de I’'implantation. Ainsi, la stérilité des femelles
Hoxal0" et Hoxall™”" serait associée a un défaut d’implantation des embryons dans 1’utérus
ou les deux genes auraient un role prépondérant en modulant la réponse a la progestérone et
a I’cestrogene (Benson et al., 1996, Taylor et al., 1998; Eun Kwon et Taylor, 2004). Pour
leur part, les individus Hoxd13 sont atteints d’hypofertilité associée a une malformation de
1’08 pénien et présentent une réduction de la ramification des ductules prostatiques qui se
produit normalement de fagon postnatale (Dollé et al., 1993a; Podlasek et al., 1997). Par
ailleurs, le géne Hoxal3 peut compenser pour la perte de fonction Hoxdl/3 lors de la
morphogenese du tractus génital. La mutation combinée de ces deux génes montre un
phénotype exacerbé avec une absence de bourgeon génital et une stérilité chez les individus
maéles survivants, suggérant une redondance fonctionnelle entre les deux genes (Kondo et
al., 1997; Warot et al., 1997). Ces males Hoxal3"/Hoxdl3™" présentent une hypoplasie de
la glande séminale et du corps caverneux ainsi qu’une perte de certaines glandes sexuelles
accessoires. Chez les femelles doubles mutantes, on observe une agénésie du col utérin
ainsi qu’un rapprochement de I’urétre et du vagin pouvant aller jusqu’a la fusion (Warot et

al., 1997; Scott et al., 2005).

Les genes Hox sont également impliqués dans le développement du rein puisque la
surexpression du géne Hoxb7 cause une duplication rénale (Argao et al, 1995). La
mutation combinée des génes Hoxall et Hoxdl1 se traduit par des anomalies rénales allant
jusqu’a I'agénésie. L’uretére de ces individus présente moins de ramifications et
I’hypoplasie rénale peut étre accompagnée de transformations homéotiques au niveau du
canal déférent (Patterson et al., 2001). La mutation conjointe des trois génes du groupe
paralogue 11 montre que les génes Hoxall, Hoxcll et Hoxdl! seraient nécessaires pour
déterminer la localisation le long de 1’axe AP pour I’induction rénale métanéphrique
(Wellik et al., 2002). Les doubles mutants Hoxal3/Hoxdl3, quant a eux, présentent une
dilatation des cavités rénales associée a un défaut d’entrée de 1’urétre dans la vessie (Warot
et al., 1997).
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1.3.2.6. Génes Hox et la formation des membres

L’analyse des lignées de souris mutantes pour les génes Hox des groupes paralogues
9 4 13 des complexes HoxA et HoxD a permis de révéler leur implication dans la formation
des membres (Rijli et Chambon, 1997, Kondo et al., 1998a). Hormis pour les génes Hoxb5
et Hoxb6 dont la mutation influe sur le positionnement de la ceinture scapulaire (Rancourt
et al., 1995), aucune évidence supportant un réle des genes des complexes HoxB et HoxC
n’a été rapportée concernant une implication éventuelle dans la formation des membres. Le
membre adulte se divise en trois parties : la partie antérieure du membre ou stylopode
(humérus ou fémur), la partie postérieure du membre ou zeugopode (radius et ulna ou tibia
et fibula) et la partie distale du membre ou autopode (carpes, métacarpes et phalanges ou
tarses, métatarses et orteils). La mutation couplée des genes Hoxall et Hoxdll entraine
une perte compléte du radius et de 1'ulna (Davis et al., 1995). De méme, la mutation des
genes Hoxa9 et Hoxd9 cause des malformations de I’humérus (Fromental-Ramain et al.,
1996a). Les génes des groupes 11, 12 et 13 agissent de facon dose dépendante pour
controler la taille et le nombre des doigts (Zakany et al., 1997a; Zikany et Duboule,
1999b). De plus, la fonction des geénes du groupe paralogue 10 est requise pour la
spécification du stylopode des membres postérieurs alors que le groupe paralogue 11

spécifie le zeugopode de ces membres (Wellik et Capecchi, 2003).

D’autres études montrent ’implication des génes des groupes paralogues 5 et 8.
Ainsi, la mutation du géne Hoxa5 résulte en une malformation de la ceinture scapulaire,
détaillée dans la section 1.5.3.1, qui se caractérise par un acromion interrompu ou absent
(Aubin et al., 2002b). De méme, la mutation combinée des genes Hoxa5, Hoxb5 et Hoxc5
provoque une absence du radius et du premier doigt (McIntyre et al., soumis). On peut
également observer une malformation de la créte du deltoide chez les individus Hoch'/',
suggérant un role de ce gene dans la spécification du membre antérieur. Ceci est consistant
avec I’expression ectopique de Hoxh8, sous contrdle du promoteur du géne RARA2, qui
interfere avec la spécification antéropostérieure du membre antérieur (van den Akker et al.,
2001). Comme la mutation du géne Hoxal3 est embryonnaire létale, un mutant
conditionnel du complexe A (HoxA) a été généré et utilisé pour étudier spécifiquement
I'impact de la délétion du complexe HoxA dans le développement des membres. La

mutation conditionnelle de HoxA résulte en des zeugopodes et autopodes anormaux avec un
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effet plus prononcé que la mutation simple du gene Hoxall, laissant supposer une
participation du géne Hoxal0 dans la spécification de ces structures. Lorsque la mutation
conditionnelle HoxA est couplée a la mutation HoxD, on observe une mort périnatale ainsi
que des membres tronqués qui présentent un programme développemental précoce
interrompu. Ceci serait expliqué par le fait que la mutation des complexes HoxA et HoxD
entraine une baisse d’expression de Shh qui est un facteur essentiel pour compléter le

programme développemental du membre (Kmita et al., 2005).

Les études présentées dans les sections précédentes démontrent la fonction
essentielle des génes Hox dans le développement embryonnaire puisqu’ils sont impliqués
dans des processus primordiaux aussi variés que ceux qui définissent les systemes

respiratoire, digestif et reproducteur.

1.3.2.7. Génes Hox et le développement post-natal

Bien que ’expression et la fonction embryonnaire des génes FHox soient assez bien
¢tablies, ce n’est que récemment que I’étude de ces geénes chez 1’adulte a pris son essor.
Plusieurs études ont fait valoir leur implication dans les processus d’hématopoiése. Ainsi,
la dérégulation de I’expression des génes Hox entraine des effets sur la prolifération et la
différenciation hématopoiétique allant du blocage du développement lymphoide a la
leucémie my¢loide aigiie (Borrow et al., 1996; Sauvageau et al., 1997; Lawrence et al.,
1999a; Buske et Humphries, 2000). En particulier, la surexpression rétrovirale des génes
Hoxb4 et Hoxc4 active de fagon significative la régénération des cellules souches
hématopoiétiques (Thorsteinsdottir et al., 1999; Daga et al., 2000; Antonchuk et al., 2001).
Pour leur part, les génes Hoxb3, Hoxb7, Hoxa9 et Hoxal0O joueraient un role dans la
détermination et la maturation des cellules sanguines, et le gene Hoxa7 serait impliqué dans
le développement des érythrocytes et des mégakaryocytes (Yaron et al., 2001; So et al.,
2004). Le r6le des génes Hox dans les processus hématopoiétiques fait intervenir plusieurs
co-facteurs. Ainsi, les individus mutants pour les cofacteurs Pbx/ et Meis/ meurent
pendant la gestation de problemes hématopoiétiques séveres (DiMartino et al., 2001; Hisa

et al., 2004).
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L’inactivation de certains genes Hox des groupes paralogues 3 et 13 révele leur role
potentiel dans la maintenance de ’intégrité de la peau et dans la formation du pelage. Ainsi,
le géne Hoxd3, lorsqu’il est muté, entraine une baisse de la cicatrisation des blessures
(Uyeno et al., 2001). La fonction du geéne Hoxbl3 serait, elle, nécessaire pour obtenir une
réparation optimale des blessures en agissant comme promoteur de la différenciation
¢épithéliale, qui est un processus important pour la régénération de la peau (Stelnicki et al.,
1998; Mack et al., 2003; Mack et al., 2005). Les souris Hoxcl3" ont une absence de poils,
y compris les moustaches et les papilles filiformes de la langue, suggérant un réle de ce
geéne dans les processus de formation du systéme pileux. De plus, la perte de fonction du
géne Hoxcl3 entraine une diminution de la survie puisque 90% des individus décedent

(Godwin et Capecchi, 1998).

Par ailleurs, la triple mutation des genes fHoxa9, Hoxb9 et Hoxd9 conduit a une
hypoplasie de la glande mammaire. Ainsi, les femelles mutantes sont incapables de nourrir
leurs bébés car elles ne peuvent produire du lait (Chen et Capecchi, 1999). C’est également
le cas pour les femelles Hoxa5™ qui, contrairement 4 la mutation des génes du groupe
paralogue 9, présentent une hyperplasie de la glande mammaire qui sera décrite a la section

1.5.3.5 (Garin et al., 2006).

Done, la fonction des génes Hox n’est pas restreinte a la spécification du squelette
axial. Les évidences actuelles montrent que les génes Hox seraient impliqués dans les
processus de renouvellement cellulaire et dans les changements physiologiques qui ont lieu
tout au long de la vie adulte (Morgan, 2006). Il a été suggéré que les génes Hox aient deux
fonctions différentes. D’une part, I’homéose qui maintient 1’état de détermination d’un
segment pendant le développement et d’autre part, le contréle de la morphogenese et de
I’organogenese. C’est cette derniére fonction qui serait la fonction originelle des geénes Hox
et ce n’est que lorsque les corps des animaux sont devenus plus complexes et possédant un
nombre de structures plus important, ayant entrainé leur expression différentielle le long de
’axe AP et la maintenance de leur domaine d’expression, qu’ils auraient acquis leur

fonction homéotique (Hombria et Lovegrove, 2003).
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1.4. Ambiguité de I’interprétation des phénotypes lors du
maintien de la cassette de sélection

L’étude de la fonction des génes Hox a principalement été menée par des études de
perte de fonction. Cette derniére est le plus souvent obtenue en insérant une cassette de
sélection dans les séquences codantes des génes ciblés. Toutefois, dans certains cas, le
maintien de cette cassette de sélection peut avoir des conséquences non négligeables sur
Iinterprétation des phénotypes. En effet, I’organisation des complexes Hox est trés
hiérarchisée et la destruction d’un locus peut interférer avec le contrdle transcriptionnel des
genes environnants (Olson et al., 1996). Chez les individus mutants pour le géne Hoxa4, on
observe une modification de la limite antérieure du domaine d’expression du géne Hoxal
qui passe de pv3 a pv4/5. La mutation du géne Hoxa4 affecte donc I’expression du géne
Hoxa5 ce qui peut expliquer que certains des phénotypes décrits soient similaires comme
les transformations de postériorisation des vertebres C7 et T1 (Aubin et al., 1998). Il y a
aussi possibilité de compétition de 1’activité des éléments régulateurs entre le promoteur du
gene ciblé et le promoteur du géne de sélection. D’autres cas ol le maintien de la cassette
de sélection induit des interactions entre le promoteur de la cassette de sélection et les
¢léments de contrdle des genes Hox ont été rapportés. Ainsi, la mutation du géne Hoxd!0
interfére avec I'expression du geéne Hoxd9 (Rijli et al., 1994), la mutation du géne Hoxcd
avec celle des geénes Hoxe5 et Hoxc6 (Boulet et Capecchi, 1996) et la mutation du géne

Hoxb2 avec celle des génes Hoxbl et Hoxb4 (Barrow et Capecchi, 1996).

Lorsque le locus du géne Hoxa2 est ciblé de fagon a flanquer les exons du gene de
sites loxP et la cassette de sélection de sites frt (Hoxa2™®), on observe un retard de
croissance et une mortalité 4 trois semaines des individus homozygotes pour cet all¢le.
Cette observation suggere une interférence de la cassette de sélection car le géne n’est pas
muté. Lorsque la cassette de sélection est excisée par action de la Flp recombinase
(Hoxa2") qui supprime spécifiquement les séquences bordées de sites fit, les individus ne
présentent alors aucun phénotype particulier. Ainsi, le phénotype observé chez les individus

2"e0mee oot dit au maintien de la cassette de sélection qui influence 1’expression du

Hoxa
géne en diminuant son expression dans r2. De plus, chez ces individus, on observe un

phénomeéne similaire sur le domaine d’expression du gene Hoxal qui se retrouve étendu
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jusqu’a rl, La délétion de la cassette de sélection permet de retrouver une expression
normale du géne Hoxal (Ren et al., 2002). De méme, la génération de deux mutants pour le
géne Hoxb8, I’'un avec maintien de la cassette de sélection (Hoxb8"*°), I’autre avec délétion
de cette cassette (Hoxb8""), montre une transformation homéotique au niveau de T1, qui est
présente chez les individus Hoxbh8™° mais absente chez les individus hoxh8"°*. 11 s’agit donc
d’un phénotype associé au maintien de la cassette de sélection. Le méme défaut au niveau
de T1 a déja été décrit chez les mutants Hoxb9 et Hoxb6 (Chen et Capecchi, 1997). Or, on
retrouve une mauvaise expression de ces deux genes chez les individus Hoxb8"™
(postériorisation d’un somite) mais jamais chez les individus Hoxb8*. La présence du géne
de résistance a la néomycine dans le locus du gene Hoxb8 semble, donc, interférer avec les
patrons d’expression des génes environnants. Ceci pourrait résulter en un phénotype de
transformation homéotique associé 4 T1. Lorsque la cassette de sélection est enlevée, le
patron d’expression des geénes environnants redevient normal et on n’observe plus de
phénotype au niveau du squelette axial (Greer et Capecchi, 2002). Van den Akker et
collaborateurs (1999) ont déja rapporté une mutation du géne Hoxb8 qui présente des
anomalies du squelette axial similaires a4 celles observées chez le mutant Hoxb8".
Cependant, contrairement a ce dernier, le mutant généré au sein du groupe du Dr

lacZ . £ 3
%) au lieu de la cassette de résistance a la

Deschamps retient le gene bactérien lacZ (Hoxb8
néomycine. Ce geéne rapporteur pourrait interférer de la méme fagon avec les genes
environnants et expliquer la similarit¢ des phénotypes entre les individus Hoxh8" et
Hoxb8% (van den Akker et al., 1999; Greer et Capecchi, 2002). Il s’avére donc trés
important de relativiser les phénotypes décrits lors des études de perte de fonction d’un
geéne par insertion d’une cassette de sélection. En effet, les études précédemment décrites,
ainsi que d’autres études récentes, ont montré que les marqueurs de sélection pourraient
avoir une incidence sur la régulation et 1’épissage des genes cibles et des foci environnants,
introduisant de ce fait une ambiguité dans la relation génotype/phénotype (Lerner et al.,
1993; Jacks et al., 1994; Carmeliet et al.,, 1996; Pham et al., 1996, Meyers et al., 1998;
Miiller, 1999). Toutefois, le maintien du marqueur de sélection peut aussi amener la
production d’alleles hypomorphes intéressants pour 1’étude de mutations 1étales (Meyers et

al., 1998, Partanen et al., 1998). Il est possible de supprimer I’interférence liée a la présence

de la cassette de sélection en 1’éliminant par une recombinaison site-spécifique (Meyers et
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al., 1998; Farley et al., 2000). De plus, une mutagenese conditionnelle peut étre trés utile
dans le cas d’un géne, comme Hoxa3, qui présente un patron d’expression relativement
vaste. En effet, une activation tissu-spécifique peut permettre de définir le réle
physiologique de ce géne dans un tissu donné (trachée, poumon, estomac, intestin, ou
encore le rein) sans compromettre ses autres fonctions dans 1’organisme. Enfin, le contrdle
de la mutagenese, de fagon dépendante du temps, permet une différenciation entre les effets
dus a une déplétion totale ou inductible d’une protéine, mais aussi I’é¢tude fonctionnelle du

geéne a différents moments durant le développement (Miiller, 1999).

1.5. Notre modéle d’étude : le géne Hoxa$

Dans le laboratoire, nous étudions plus spécifiquement le géne Hoxa5. Ce dernier
est I'orthologue chez les vertébrés du geéne sex comb reduced de la drosophile. Le
remplacement du géne src par le géne Hoxa5 chez la drosophile montre que les propriétés
fonctionnelles sont conservées entre les deux genes (Zhao et al., 1993). Chez la souris, le
gene Hoxal est un des membres des geénes du complexe HoxA localis¢€ sur le chromosome
6. 11 est composé de deux exons qui codent pour une phosphoprotéine de 270 acides aminés

(AA) capable de lier I’ADN via sa boite homéo et d’agir comme facteur de transcription.

Chez I’embryon murin, on détecte par analyse Northern quatre transcrits Hoxa5 qui
sont initiés a partir d’au moins deux promoteurs distincts (1 proximal et 1 distal). De ces
quatre transcrits de 1.8 kb, 5 kb, 9.5 kb et 11 kb, le transcrit le plus abondant est celui de
1.8 kb qui est initi¢ au niveau du promoteur proximal et qui correspond aux deux exons du
gene (Jeannotte et al., 1993). Concernant les 3 longs transcrits, ils incluent le court transcrit
(Y. Coulombe et L. Jeannotte, non publié) et ils s’initient en amont du site d’initiation du
court transcrit, dans les séquences flanquantes du gene Hoxa7 (Zakany et al., 1988;
Larochelle et al., 1999). Le transcrit de 1.8 kb commence a étre détecté au stade
embryonnaire E8.0-8.25 au niveau des somites 5-7. A ce stade du développement, aucun
signal n’est détecté lorsqu’on utilise une sonde qui ne reconnait que les trois longs
transcrits. Au stade E12.5, le domaine d’expression du gene Hoxa$, dans le tube neural,
posseéde une limite antérieure d’expression qui correspond a la base du myélencéphale,

alors que la frontiére pour les longs transcrits correspond a la jonction du myélencéphale et
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du tube neural. Dans la colonne vertébrale, cette limite s’établit au niveau de la dixiéme
prévertebre pour les longs transcrits et au niveau de la troisieme prévertebre pour
I’ensemble des transcrits démontrant une expression spécifique du transcrit de 1.8 kb entre
pv3 et pv10 (figure 1.10) ; (Aubin et al., 1998; Larochelle et al., 1999). La région de la
scapula exprime également spécifiquement le transcrit de 1.8 kb (figure 1.10). Il appert
donc que les trois plus longs transcrits sont exprimés plus tardivement et dans des
structures plus postérieures, suggérant une régulation différente de celle du transcrit de
1.8kb. Ces longs transcrits présentent une expression spatio-temporelle comparable a celle
du géne Hoxa7 suggérant un partage d’éléments régulateurs. Enfin, ’expression du géne
Hoxal est retrouvée dans le mésenchyme de divers organes (Figure 1.10), dérivés des
composés mésodermiques, comme le poumon, 1’estomac, I’intestin, les reins (Jeannotte et
al., 1993), la glande mammaire (Garin et al., 2006), le thymus, la rate, les ovaires (Morneau
et Jeannotte, non publi€) ou encore les membres (Larochelle et al., 1999). Pour sa part, la
protéine Hoxa5 de 270 AA a un poids estimé de 29273 Da et un patron de migration sur gel
situ¢ entre 35 et 43 kDa dépendamment de son ¢état de phosporylation
(Odenwald et al., 1987). Cette protéine reconnait un site de liaison CpyPyNATTAT/GPy
(Odenwald et al., 1989). Le motif ATTA de ce site de reconnaissance est important car une
mutation se traduit par une incapacité a lier ’ADN (Odenwald et al., 1989). Ce site de
reconnaissance est retrouvé dans les régions promotrices de plusieurs génes incluant le géne
p33 (Raman et al., 2000a; Goodman et Scambler, 2001), le récepteur de la progestérone
(Raman et al., 2000b), le géne humain du transporteur de la noradrénaline (Kim et al.,
2002), le géne pcp2 spécifique des cellules de Purkinje (Sanlioglu et al., 1998) ou encore le
géne Hoxal lui-méme suggérant une autorégulation du gene qui est décrite a la section 1.6
(Odenwald et al., 1989; Zhao et al., 1996; Aubin et al., 1998).

La protéine Hoxa5 est exprimée de fagcon superposable au transcrit de 1.8 kb chez
[’embryon, confirmant ainsi le role fonctionnel de ce transcrit (Joksimovic et al., 2005).
Ainsi, la protéine est détectée dans la partie caudale du cerveau postérieur, dans la colonne
prévertébrale entre pv3 et pv1l0, dans le mésenchyme pulmonaire, trachéal, intestinal et

dans le membre antérieur (figure 1.11),
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De part sa position centrale et son implication dans de nombreux processus
d’organogenese, le géne Hoxa$5 est un excellent modéle pour étudier les mécanismes

impliqués dans la régulation et la fonction des genes Hox.

1.5.1. Les séquences régulatrices qui gouvernent I’expression du
géne Hoxa5

Pour mieux appréhender les mécanismes moléculaires impliqués dans la fonction du
geéne Hoxal, des travaux ont été entrepris pour identifier les éléments régulateurs de
I’expression développementale du gene. Zakany et coll. (1988) ont préalablement démontré
qu’un fragment génomique de 4.3 kb s’étendant entre -1.5 kb et +2.9 kb permettait
I’expression d’un gene rapporteur (lacZ) dans la région dorsale de la corde spinale entre les
stades embryonnaires E11.0 et E13.0. Toutefois, cette construction est loin de reproduire
I’ensemble de I’expression spatio-temporelle du gene foxad suggérant la présence de
séquences additionnelles nécessaires a la régulation spatio-temporelle de I’expression

embryonnaire du géne Hoxas.

1.5.1.1. Un fragment génomique de 11.1 kb contient des éléments
régulateurs pour Pexpression spatio-temporelle du géne Hoxa5

Une approche par transgenése a montré qu’un fragment génomique de 11.1 kb, qui
s’étend de —3.8 kb a +7.3 kb, est capable de reproduire en grande partie le patron
d’expression spatio-temporel du transcrit Hoxa5 de 1.8 kb (Larochelle et al., 1999). Ce
fragment permet une expression dés le stade embryonnaire E8.0-8.25 au niveau des somites
5-7 tout comme I’expression du transcrit de 1.8 kb (Section précédente). Au stade E12.5,
’expression est retrouvée dans le tube neural au niveau dans la région brachiale ainsi que
dans la région cervicale de I’axe AP dans la région comprise entre pv3 et pvlO0.
L’expression est également retrouvée dans les tubules métanéphriques et les canaux
mésonéphriques (figure 1.12). Le géne Hoxal est exprimé dans les membres antérieurs des
le stade E9.5, puis a E12.5 dans le mésenchyme interdigital des membres antérieurs et dans
la région proximale des membres postérieurs (figure 1.12). Le fragment de 11.1 kb englobe

au moins deux éléments régulateurs : le BSC (Brachial Spinal Cord) ; (Tuggle et al., 1990)
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et le MES (Mesodermal Enhancer Sequence) ; (Larochelle et al., 1999) qui seront décrits

dans les sections suivantes.

1.5.1.2. L’élément BSC

Un fragment génomique de 4.3 kb, s’étendant entre -1.5 kb a +2.9 kb, permet
I’expression du gene rapporteur /acZ dans la région dorsale du tube neural entre E11.0 et
E13.0 (Zakany et al., 1988). Par I’analyse de délétion, une séquence de 912 pb a éte
identifiée. Elle dirige spécifiquement [’expression des transgenes Hoxal/lacZ dans la
région comprise entre les frontiéres rostrales et caudales des bourgeons des
membresantérieurs. Le patron d’expression des transgenes est caractérisé par deux stries
paralléles,
correspondant aux cellules dorso-latérales du tube neural, visibles entre la quatrieme
cervicale et la deuxiéme vertebre thoracique. Par la suite, il a ét¢ montré que cet élément,
capable de diriger I’expression dans la région brachiale du tube neural pouvait étre restreint
a une séquence de 604 pb localisé 235 pb en amont du premier exon. Cet élément BSC est
responsable de I’expression du transgéne dans la région brachiale du tube neural entre
E11.0 et E13.0 (figure 1.13) ; (Tuggle et al., 1990). Des essais de retard sur gel, avec un
extrait nucléaire obtenu d’embryons a mi-gestation, ont mis en évidence la présence de
facteurs capables de lier spécifiquement 3 sites AAATAA présents dans le BSC. Ces
facteurs, qui restent encore & étre identifiés, montrent un degré d’activité de liaison le long
de I’axe AP, a savoir que des extraits nucléaires, issus de régions plus antérieures de
I’embryon, présentent une activité de liaison plus importante que les extraits issus de
parties plus caudales. Enfin, la mutation de ces trois sites de liaison se traduit par une
abolition de la liaison des facteurs sur le BSC, mais résulte aussi en une perte de
’expression des transgenes dans le tube neural, mettant ainsi en valeur un rdle important de

la liaison de ces facteurs pour I’activité du BSC (Nowling et al., 1999).

1.5.1.3. L’élément MES
L’expression du gene Hoxal est également altérée par des délétions de séquences

situées en 3° du gene indiquant I’existence d’¢léments régulateurs importants. Ainsi, la
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délétion d’une séquence de 2.1 kb résulte en une perte de 1’expression dans la région
cervicale du squelette axial et dans les dérivés mésodermiques. Cette séquence, appelée
MES, est située entre les positions +2.9 kb et +5 kb. Le MES dirige I’expression du géne
Hoxa5 dans les dérivés mésodermiques de la région cervicale (figure 1.13). L’absence du
MES se traduit par une absence d’expression dans les structures dérivées du mésenchyme
paraxial et latéral au niveau cervical. Le MES dirige donc spécifiquement 1’expression du
gene dans la région cervicale entre pv3 et pvl0, dans les bourgeons des membres
antérieurs, ainsi que dans le systéme urogénital (figure 1.13) ; (Larochelle et al., 1999). La
poursuite de la caractérisation de cet élément régulateur, présentée dans les chapitres 2 et 3,
a révélé que le MES renferme une région régulatrice impliquée dans le positionnement de
la frontiere d’expression postérieure des transgénes Hoxad/lacZ au niveau de pv10

(Tabariés et al., 2005).

1.5.1.4. L’élément poumon/intestin

Bien que la séquence génomique de 11.1 kb soit capable de reproduire dans sa
quasi-totalité le patron endogeéne du gene Hoxal, ’expression détectée au niveau des
systémes respiratoire et digestif est incompléte (Larochelle et al.,, 1999). Cependant, la
présence d’un élément régulateur positif, sensible au RA, a déja été rapportée pour diriger
I’expression du géne Hoxa4 au niveau du poumon, de ’intestin et du métanéphros (Packer
et al.,, 1998). Or, tel que mentionné a la section 1.2.2.1.1.1, le partage de séquences
régulatrices est fréquent au sein des génes Hox. Cette séquence intergénique Hoxa4-Hoxal
a donc été testée pour sa capacité a agir sur le promoteur du géne Hoxa5. Dans ce cas, on
retrouve I’expression des transgenes Hoxa5/lacZ au niveau de 1’estomac, de I’intestin et des
poumons (figure 1.13) ; (Moreau et Jeannotte, 2002). Ce patron d’expression, qui récapitule
le patron endogeéne du géne Hoxa5 dans ces organes, indique que le fragment Xbal de 1471
pb localisé entre les positions +9350 pb et +10822 pb est partagé entre les genes Hoxa4 et
Hoxa5 pour I’expression dans les systemes respiratoire et digestif (Moreau et Jeannotte,

2002).
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1.5.2. Etude de la fonction du géne Hoxa5

Afin d’étudier la fonction du géne Hoxa5 pendant le développement embryonnaire,
une lignée de souris mutantes pour le géne Hoxa5 a été générée. Dans ce but, une cassette
de sélection MC1-néo-A+ a été insérée, par recombinaison homologue dans des cellules
souches embryonnaires (ES), dans le deuxieme exon du géne au niveau de la boite homéo
(Jeannotte et al., 1991; Jeannotte et al., 1993). L’introduction de cette cassette interrompt la
protéine Hoxa5 en détruisant son domaine homéo et sa capacité a lier I’ADN. Récemment,
’obtention d’un anticorps anti-Hoxa5 a permis de démontrer qu’aucune protéine Hoxa5
n’est produite chez les individus mutants pour la fonction du gene, confirmant que la

mutation est bien nulle (figure 1.11) ; (Joksimovic et al., 2005).

La caractérisation des souris homozygotes mutantes menée dans le laboratoire a
montré que la perte de fonction du geéne Hoxa5 résulte en une mortalité périnatale élevée.
En effet, dans un environnement génétique mixte MF1-129/SvEv-C57BL/6, la moitié¢ des
individus meurent a la naissance (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998). Ce taux de
mortalité atteint 72% dans un environnement 129/SvEv et 100% chez les individus
C57BL/6 et Fvb (Garin et al., 2006). Ceci suggere la présence de geénes « modifiers »
spécifiques qui pourraient introduire une variabilité phénotypique en participant au taux de
mortalité plus élevé pour certaines souches. Dans tous les cas, les individus homozygotes
qui survivent sont fertiles (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998). Une surveillance
journaliere des portées a permis de mettre en ¢vidence que la mortalité périnatale était
accompagnée d’une détresse respiratoire. De plus, les individus morts présentent souvent
un poumon collapsé ainsi que de ’air dans leur estomac et leur intestin indiquant que ces
individus ne respirent pas normalement (Aubin et al., 1997). Afin de définir la cause de la
mortalité associée a la perte de fonction du géne Hoxal, et pour identifier les structures
affectées, une caractérisation des phénotypes des individus Hoxa5™ a été entreprise.
Comme I'impact de la mutation du gene Hoxa5 est dépendant de I’environnement

génétique, 1’¢tude de la mutation a principalement été mené chez les souris 129/SvEv.
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1.5.2.1. Les phénotypes au niveau du squelette axial et appendiculaire

La caractérisation des souris homozygotes mutantes a révélé que la perte de
fonction du géne Hoxal résulte en des transformations du squelette axial situées entre la
troisieme vertébre cervicale et la deuxiéme vertébre thoracique (figure 1.14). Ainsi, chez
les individus de souche mixte, la perte de fonction du gene Hoxal entraine ’apparition de
cotes sur C7 qui acquiert des caractéristiques de T1. La perte du tuberculum antérieur sur
C6 résulte en une cervicale ressemblant 4 C5. Dans quelques cas, on observe des cotes sur
L1 qui ressemble alors 4 T13. La pénétrance des phénotypes est plus élevée (100%) dans la
région C6-C7 qui est le domaine ou I’expression du gene HoxaJ est la plus forte (Jeannotte
et al., 1993). Dans les souches 129/SvEv et C57BL/6, les transformations observées chez
les individus de souche mixte sur C6 et C7 sont retrouvées, mais avec une variabilité dans
I’expressivité et la pénétrance des phénotypes (Tableau 1.1). On observe également la
présence d’un processus spinal, normalement restreint a C2, sur C4 et dans une moindre
mesure sur C3 (Tableau 1.1). Ceci peut étre interprété comme une transformation
homéotique d’antériorisation de ces vertébres. De plus, au niveau de la jonction
cervicothoracique, T2 présente parfois un processus spinal dorsal réduit, voire absent, chez
les individus homozygotes mutants. De fagon opposée, ce processus, normalement absent
sur T1, est parfois présent sur T1 chez les individus Hoxa5" (Tableau 1.1) ; (Aubin et al.,

1998).

Enfin, chez prés de 2/3 des individus Hoxa.i'/', I’acromion, une projection osseuse
qui émerge de la spina scapula, est raccourci ou manquant et la structure osseuse est
remplacée par un ligament (figure 1.14). Toutefois, ce phénotype est restreint aux individus
de souche mixte (Aubin et al., 1998). Les souris undulated (un) sont des souris porteuses
d’une mutation au sein du géne Pax/. Les souris un/un présentent des phénotypes
similaires a ceux observés pour la mutation du géne Hoxa5 (C6 en C5 et T2 en T1) mais
sont surtout caractérisées par un acromion réduit ou absent. Afin d’étudier la possibilité
d’une interaction génétique entre les génes Pax/ et Hoxa5, une étude des doubles mutants a
¢té entreprise. Elle a révélé un synergisme des deux genes pour la spécification de C6, T1 et
T2 (Aubin et al., 2002b). Au niveau de 1’acromion, I’expression du géne Hoxa5 corréle
avec les differentes étapes de la formation de I’acromion et aucune modification de

I’expression du géne HoxaJd n’est observée chez les mutants pour la fonction du géne Pax/.
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outbred 129/SvEv C57BL/6

(%) (-1) (H+) (1) (ti+) (1)

Nouveaux-nés
cotes sur C7 (a)

Absentes 28 1 33 1 23 0

Petites 8 60 15 36 9 15

Allongées 0 37 0 37 0 45

Fusionnées au sternum 0 5 0 0 0 3

Fusionnées a T1 0 13 0 1 1] 19

Unilatérales 4 1 9 1 7 0

Bilatérales 2 48 3 36 1 30
Processus dorsal sur T1

Absent 18 23 (b) 24 8 15 13

Présent 0 21 (b) 0 29 i 17
Processus dorsal sur T2

Absent/reduit 6 12 (b) 1 34 2 26
Acromion (a)

Normal 35 56 48 70 29 58

Anormal 1 42 0 4 3 2

Unilatéral 1 14 0 4 1 2

Bilatéral 0 14 0 0 1 0
Nombre d'individus 18 49 24 37 16 30

Adultes

Processus dorsal sur C3

Absent 12 19 5 27 5 2

Présent 0 7 0 0 0 2
Processus dorsal sur C4

Absent 12 6 5 12 1

Présent 1] 20 0 15 0 3
Processus osseux entre

C2-C3 3 12 1 3 0 0

C3-C4 0 17 0 9 0 2

C4-C5 0 4 0 2 0 0
Nombre d'individus 12 26 5 27 5 4

(a) Les cotés droits et gauches ont été décomptés indépendamment
(b) Pour ces observations, 44 individus ont ¢té analysés

Tableau 1.1 : Analyse morphologique comparative du squelette axial selon le génotype et la
souche de souris étudiée (Selon Aubin et al., 1998).




De fagon similaire, la mutation du géne Hoxa5 n’interfere pas avec celle du gene Pax/
hormis vers E10.5 ou D'expression est perturbée de fagon transitoire. Des études
histologiques ont révélé une chondrogenése anormale chez les individus un/un et Hoxa5™"
qui peut étre associée a une prolifération persistante des cellules périchondriales dans la
région de I’acromion chez les individus Hoxa5". Cette étude révéle donc que le gene Paxl
serait requis pour le recrutement de cellules précurseurs de 1’acromion, alors que le géne
Hoxa5 donnerait les informations essentielles pour la formation adéquate de 1’acromion en
s’assurant que 1’expression du géne Pax/ se fasse au bon moment et au bon endroit pendant
la morphogenese de la ceinture pectorale. Le géne Hoxa3 jouerait également un rdle dans la
specification des destinées des lignées cellulaires périchondriales et chondrogéniques de
fagon dépendante du gene Sox9, un marqueur de la différenciation des chondrocytes et de la

formation de cartilage (Aubin et al., 2002b).

1.5.2.2. Phénotype respiratoire des individus Hoxa5 5

La caractérisation des souris homozygotes mutantes menée dans le laboratoire a
montré que la perte de fonction du gene Hoxa5 résulte en une mortalité périnatale élevée
qui est associée 4 une détresse respiratoire. Une caractérisation du systéme respiratoire des
individus mutants a été entreprise. L’étude des individus mutants, avant la naissance, révele
qu’ils présentent une désorganisation de la trachée. En particulier, chez les individus
mutants pour le géne Hoxa3, le cartilage cricoide est plus épais a cause d’une fusion avec
les premiers anneaux trachéaux. On observe également des défauts au niveau des anneaux
trachéaux qui sont désorganisés et dont le nombre est réduit. Une réduction du diametre et
une désorganisation de 1’épithélium trachéal sont aussi observées ainsi qu’un
¢épaississement de la lamina propria. Cette derniere est dérivée de la couche mésenchymale
pendant 1’ontogeneése trachéale (Aubin et al., 1997). Chez les individus les plus affectés, la
réduction du diameétre trachéal peut aller jusqu’a I’occlusion totale, expliquant une partie
des mortalités périnatales observées (figure 1.14). Toutefois, le phénotype trachéal ne peut
expliquer la totalité de la mortalité périnatale compte tenu de la variabilité de I’expressivité
du phénotype. Le gene Hoxas étant exprimé au niveau du poumon, une étude de la fonction

pulmonaire chez les individus Hoxa5™" a été entamée.
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La vérification de I’expression des protéines de surfactant (SP), essentielles pour
I’expansion pulmonaire, montre que la mutation du gene Hoxa5 entraine une diminution de
leur production. Une analyse histologique révele un défaut de morphogenése du poumon
dés le stade E12.5 chez les individus Hoxa5™" qui présentent une désorganisation du
mésenchyme, une réduction de la ramification des bronches a E15.5 et des poumons avec
une apparence plus compacte a E18.5 (figure 1.14). Donc, aucun délai n’est observé dans
’ontogeneése du poumon, mais il y a altération de la morphogenése pulmonaire en
I’absence du gene Hoxa5. Ce géne codant pour un facteur de transcription, 1’étude de cibles
potentielles impliquées dans la production des protéines de surfactant, comme les génes
Nix2.1 ou Foxa2, ou dans la ramification pulmonaire, comme le géne N-myc, a été
entreprise. L.’absence de fonction du gene Hoxab résulte en une baisse de 1’expression des
genes Nkx2.1 et Foxa2 et en une augmentation de I’expression du gene N-myc. Par
conséquent, la perte de fonction du gene Hoxal entraine une expression altérée de
régulateurs essentiels impliqués dans la fonction pulmonaire et dans la prolifération
cellulaire. Toutefois, ces différents effecteurs sont exprimés de fagon épithéliale alors que
le gene Hoxa5 est exprimé de fagon mésenchymale suggérant une action du géne Hoxas

par I'intermédiaire d’interactions mésenchyme-épithélium (Aubin et al., 1997).

Ainsi, la perte de fonction du géne Hoxa5 entraine un probléme développemental au
niveau du poumon, Or, la morphogenése pulmonaire se termine apres [’alvéogenése qui se
produit entre les jours (J) 5 et 30 aprés la naissance. L’alvéogenese permet d’augmenter la
surface respiratoire pour I’échange des gaz vitaux. Les individus Hoxa35™ qui survivent  la
naissance présentent des défauts pulmonaires, caractérisés par un défaut de septation
alvéolaire, qui se traduit par 1’apparition de grands espaces aériens et donc d’une réduction
de la surface d’échange gazeux (Mandeville et al., 2006). Ceci résulte en une limitation de
la respiration des individus mutants qui compensent leur surface réduite d’échanges gazeux
par une augmentation de leur fréquence respiratoire et leur ventilation globale par minute

(Kinkead et al., 2004).

Apres la naissance, la croissance pulmonaire est retardée chez les individus mutants
puis rattrapée entre J15 et J30. Cette observation peut étre corrélée avec une baisse de la

prolifération jusqu’a J5 puis une augmentation a partir de J15. L’étude de différents
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marqueurs de la fonction épithéliale révele que les cellules caliciformes, sécrétrices de
mucus, sont plus nombreuses dans I’épithélium tracheal des individus mutants et présentes
de fagon ectopique dans les voies respiratoires plus distales (Mandeville et al., 2006). Cette
hypersécrétion de mucus est associée a un processus inflammatoire. En effet, on observe
une augmentation du nombre de macrophages activés qui produisent la métalloprotéinase
MMP12 capable de dégrader 1’¢lastine qui forme des fibres qui permettent 1’¢lasticité
nécessaire pour la respiration. Un défaut de la capacité migratoire des précurseurs des
myofibroblastes alvéolaires dans le poumon embryonnaire, normalement localisés au bout
des septas, entraine une localisation inappropri¢e des myofibroblastes alvéolaires chez les
individus Hoxa$5" qui coincide avec 1’observation de fibres d’élastines désorganisées et
déposées de fagon aberrante dans le tissu pulmonaire a partir de JO. Ainsi, la protéine
Hoxa5, qui est exprimée dans les myofibroblastes, appert nécessaire a leur positionnement.
En retour, les myofibroblastes assurent le dép6t de 1’¢lastine et la formation des septas. Par
ailleurs, un suivi des progéniteurs des myofibroblastes révele qu’ils sont incapables
d’envahir correctement le poumon en développement suggérant une implication du géne
Hoxa5 dans la mobilit¢ de ces cellules mésenchymales (Mandeville et al., 20006).
L’ensemble de ces études révele que le gene Hoxal est impliqué dans I’ontogenése mais

aussi dans la maturation pulmonaire.

1.5.2.3. Phénotype digestif des mutants Hoxa5"

Le gene Hoxa$ est exprimé dans le systeme digestif embryonnaire dés le stade E9.0.
Au stade E11.0, un gradient rostro-caudal s’établit avec une expression plus importante du
gene Hoxa$ dans la partie postérieure de 1’estomac. En absence du géne Hoxa5, on observe
une altération morphologique de I’estomac et du colon proximal (figure 1.14). En effet,
I”épithélium gastrique apparait aminci et la sous-muqueuse est hypertrophi¢e. Au niveau du
colon proximal, la réduction de la longueur des villosités est accompagnée d’un
¢épaississement de la sous-muqueuse. De plus, on observe une fonction altérée de I’estomac
associée a une diminution de 1’activité enzymatique de la pepsine qui est occasionnée par
une diminution du nombre de cellules zymogéniques et d’une hyperplasie des cellules
caliciformes suggérant un réle éventuel du gene Hoxal sur la différenciation cellulaire et

I’organisation gastrique. Toutefois, 1’étude des différents types cellulaires montre qu’ils
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sont tous représentés dans ’estomac des individus Hoxa5". Néanmoins, en absence du
géne Hoxa5, la composition cellulaire de 1’estomac glandulaire, au niveau duquel
"expression du geéne Hoxa’ est la plus importante, progresse d’une zone proximale
zymogeénique a une région productrice de mucus a proximit¢ du pylore. L’étude de la
proportion des différents types cellulaires, dans la zone zymogénique de 1’estomac, serait
en accord avec I’acquisition de caractéristiques plus distales. De ce fait, la perte de fonction
Hoxa5 se traduit par une transformation de postériorisation de I’estomac glandulaire qui
acquiert des caractéristiques intestinales (Aubin et al, 2002a). Pour déterminer
I’implication du geéne Hoxa5 dans la morphogenese de I'épithélium gastrique, I'étude de
genes cibles potentiels a été entreprise. Le gene Shh est normalement exprimé sous forme
d’un gradient rostro-caudal alors que le gene fhh est restreint a la partie caudale de
I’épithélium gastrique. Pour sa part, le géne Fgf10 est exprimé sous forme de gradient dans
le mésenchyme stomacal avec une expression plus importante dans la partie postérieure de
I’estomac. Lorsque la fonction du géne Hoxa5 est abolie, on observe une restriction du
domaine d’expression du gene Shh et une extension de ceux des genes ik et Fgfl0 vers la
partie antérieure de 1’estomac. Ainsi, le géne Hoxa5 agirait en donnant des informations
essentielles pour la morphogenése gastrique en s’assurant de I’expression des molécules
signalétiques, notamment en définissant les domaines d’expression des génes Shh, Thh et
Fegf10 (Aubin et al., 2002a). Comme pour le poumon, certaines cibles moléculaires sont
exprimées de fagon épithéliale alors que le géne Hoxa5 est exprimé dans le mésenchyme
suggérant, de nouveau, un réle du gene Hoxa’5 dans des interactions mésenchyme-
¢épithélium. Parmi les cibles mésenchymales, on retrouve le géne Fgf70. Toutefois, des
¢études de transfection d’un rapporteur Fgfl0-lacZ dans des MEFs Hoxa5™" n’ont pas permis

de confirmer que le géne Fgfl10 soit une cible directe du géne Hoxa5 (Déry et Jeannotte,

non publié).

L’étude des nouveau-nés révele également un retard dans I’acquisition du mode de
nutrition adulte chez les individus Hoxa5" (Aubin et al.,, 1999). L’expression du géne
Hoxal est initiée dans le mésenchyme intestinal au stade E9.0, puis devient restreinte au
systéme nerveux entérique a E17.5. Apres la naissance, cette expression entérique est
retrouvée le long de ’axe duodénum/colon sous forme d’un gradient rostro-caudal. Une

étude différentielle de 1’expression des différents transcrits associés au gene Hoxa5 montre
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que seul le court transcrit est exprimé apres E14.5, confirmant le réle prédominant de ce
transcrit pour la fonction du géne Hoxal. A J15, I’activité des enzymes sucrase, tréhalase et
maltase est 4 un niveau inférieur a celui des individus de type sauvage. A J30, ce taux
revient 4 la normale suggérant un retard dans la maturation du petit intestin. L’analyse
morphologique ne révele aucune modification ou délai dans I’organisation des villosités
dont le nombre et la longueur sont normaux. Pareillement, les différents types cellulaires
sont représentés, indiquant que la mutation du géne Hoxa’ n’affecte pas la morphogenése
ou ’organisation cellulaire du petit intestin. Comme pour le poumon, le géne fHoxal
pourrait diriger le programme de différenciation des entérocytes et la maturation
fonctionnelle de [Pintestin par [intermédiaire d’interactions mésenchyme-épithélium

(Aubin et al., 1999).

1.5.2.4. La perte de fonction du géne Hoxa5 entraine une hypothyroidie
Dans ’environnement 129/SvEv, les adultes Hoxa5 mutants survivants sont fertiles
mais peuvent étre distingués par leur taille plus petite et le retard dans I’ouverture des yeux
et 1’élévation des oreilles (Aubin et al., 1997; Aubin et Jeannotte, 2001; Meunier et al.,
2003). Ces phénotypes sont typiques d’une hypothyroidie chez les rongeurs et une étude
histologique de la glande thyroide des individus mutants pour la fonction du gene fHoxa5
montre une désorganisation des follicules dés le stade E16.5. Ces follicules sont plus petits
et présentent une accumulation anormale de thyroglobuline (figure 1.14). Malgré la
désorganisation structurale transitoire de la glande thyroide en fin de gestation chez les
individus Hoxa5”, I'initiation de la morphogenése n’est pas altérée. Par ailleurs, le géne
Hoxal joue un rdle transitoire dans les niveaux d’expression de régulateurs essentiels de la
fonction de la glande thyroide et de son développement. Ainsi, I’abolition de la fonction du
gene Hoxal, dans le mésenchyme, entraine une expression altérée des genes, Nkx2.1, Titf2
et Pax8, essentiels pour la formation et la fonction de la glande thyroide. En conséquence,
I’expression de genes effecteurs de la thyroide, soit la thyroglobuline et la thyropéroxidase
est perturbée (Meunier et al., 2003). Comme dans le cadre de 1’¢tude sur le poumon, les
altérations globales associées a la perte de fonction du gene Hoxal résultent en de petits
changements dans 1’expression de plusieurs genes essentiels a 1’ontogenése et la fonction

de I’organe (Aubin et al., 1997; Meunier et al., 2003).
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1.5.2.5. Phénotype de la glande mammaire des individus Hoxa5™

La formation de la glande mammaire est initiée pendant I’embryogenése puis se
termine aprés la naissance lors de la puberté et de la grossesse. Des phénotypes au niveau
de la glande mammaire ont préalablement été rapportés pour les mutations des genes Hoxc6
et la mutation de 3 génes du groupe paralogue Hox9 suggérant un réle de ces genes dans le

développement mammaire (Chen et Capecchi, 1999; Garcia-Gasca et Spyropoulos, 2000).

Par ailleurs, les nouveau-nés, dont la mére est Hoxa5” ", ont un taux de mortalité plus
élevé par rapport 4 ceux dont la mére est HoxaS"". De plus, peu ou pas de lait est retrouvé
dans I’estomac des nouveau-nés ayant une mere homozygote mutante, suggérant un défaut
de lactation et une fonction du géne Hoxa$ au niveau de la glande mammaire. Comme pour
la plupart des organes affectés par la perte de fonction du géne Hoxas, ce dernier est
exprimé dans le stroma et non dans I’épithélium de la glande mammaire. Chez les individus
Hoxa.?'/', la croissance ductale est normale mais on observe une persistance des bourgeons
terminaux (sites de prolifération intensive pour 1’élongation et la ramification des canaux
¢pithéliaux mammaires) chez les nullipares. Cette observation est associée a4 une
augmentation de la prolifération épithéliale. Pendant la gestation, il y a augmentation de la
densité lobulo-alvéolaire et du nombre de gouttelettes lipidiques indiquant un
développement épithélial mammaire accéléré chez les mutants. Pendant la lactation, la
glande mammaire présente des régions dépourvues de structures lobulo-alvéolaires ainsi
que la présence de nombreuses gouttelettes lipidiques (figure 1.14). Ce défaut de
développement lobulo-alvéolaire expliquerait I’incapacité des meéres Hoxa5" a nourrir

correctement leurs petits (Garin et al., 2006).

De plus, des études de greffes montrent qu’un stroma de type sauvage est capable de
restaurer le phénotype épithélial Hoxa5”. Au contraire, comme observé chez les individus
foxa5™", la greffe de stroma mutant entraine une augmentation de la prolifération de
I’épithélium de type sauvage. Donc, le gene Hoxa5 peut participer a la spécification de
I’épithélium mammaire par I’intermédiaire d’interactions mésenchyme-épithélium (Garin et

al., 2006).
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D’autre part, le niveau d’expression du géne p33 dans les cellules tumorales est plus
faible que celui détecté dans des cellules normales. Or, plusieurs sites de liaison possible
pour les protéines Hox sont présents dans le promoteur du géne p53. Le géne Hoxa§ est lui-
méme diminué dans des cellules de cancer de sein (MCF7 et Hs578T) mais pas les autres
genes Hox testés (HoxalO, Hoxb3, Hoxb7 ou Hoxc8) ; (Raman et al., 2000a). Des études
de co-transfection de cellules de cancer de sein, avec un géne rapporteur pour p53,
montrent que le produit du gene Hoxa$ est capable de transactiver le promoteur du géne
p33. Ainsi, le géne Hoxa5 posséderait des propriétés de suppresseur de tumeur via une
activation de p53. En effet, une augmentation du niveau du gene Hoxa5 dans des cellules
MCFT7 résulte en une angmentation du niveau de p53 associée a une augmentation du taux
d’apoptose. De plus, une étude in vivo, dans des tumeurs primaires de cancer, montre une
absence de I’expression des genes Hoxa5 et p53 suggerant que la baisse du niveau de p53
résulte de 1’absence du gene Hoxa5 dans ces tumeurs (Raman et al., 2000a). Par ailleurs,
une étude de I’interaction entre les génes p53 et Hoxal a ¢té entreprise dans le laboratoire.
Pour ce faire, les individus doubles mutants ont été étudiés. Malheureusement, comme les
individus mutants pour le géne p53, les doubles mutants meurent entre 3 et 4 mois en
présentant majoritairement des lymphémes ne permettant pas I’étude d’un impact éventuel
de la mutation du géne Hoxa5 sur la formation de tumeur mammaire chez les individus

doubles mutants (J. Paradis et L. Jeannotte, non publié).

Enfin, le géne Hoxaj a été proposé comme activateur transcriptionnel du geéne du
récepteur de la progestérone (PR) dans des cellules de cancer de sein (Raman et al., 2000b).
Toutefois, aucun effet majeur de la perte de fonction du gene Hoxa’5 n’est observé sur
I’expression du PR chez les individus Hoxa5". Le gene Hoxal étant exprimé dans le
stroma et le PR dans 1’épithélium, une régulation directe semble improbable suggérant que
I’impact de la mutation du gene Hoxa5 sur I’expression du PR soit secondaire (Garin et al.,

2006).

1.5.2.6. Autres phénotypes associés a la perte de fonction du gene Hoxa5
La génération d’une lignée de souris transgénique, qui exprime ectopiquement le

gene Hoxal sous le contrdle du BSC (Section 1.5.1.2) dans la région brachiale dorsale du
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tube neural a mi-gestation, a révélé son implication dans la signalisation nociceptive. En
effet, les souris transgéniques présentent des défauts sensoriels et moteurs des membres
antérieurs. I.’administration d’un analgésique peut compenser pour le phénotype, suggérant
une implication dans la signalisation de la douleur (Krieger et al., 2004). Ces souris
transgéniques montrent ¢galement une déficience structurale du tube neural au niveau
cervical, une différenciation altérée, une migration et une apoptose indépendante de p53 des

neurones de la corne dorsale superficielle (Krieger et al., 2004; Abbott et al., 2005).

Le noyau olivaire inférieur (ION) est une structure dans la partie caudale du cerveau
postérieur essentielle pour la fonction du cervelet qui inclut I’apprentissage. L’expression
du geéne Hoxa5 est spécifique dans la lamelle dorsale, dans la partie inférieure du ION, et la
perte d’expression du géne foxad entraine une perte de I"expression de BRN3A chez les
embryons a E18.5. Comme LIM1/2, BRNA3 est un facteur de transcription qui marque les
neurones, nouvellement arrivés dans ION, dans la partie ventrale du cerveau postérieur.
Bien que le géne Hoxal ne soit pas requis pour I’initiation de 1’expression du géne BRNA3,
il est essentiel pour son maintien, suggérant une interaction moléculaire entre les deux
molécules (Joksimovic et al., en préparation). Ceci est en accord avec le fait que
I’expression ectopique du géne Hoxal§ résulte en une expression aberrante de BRN3A

(Abbott et al., 2005).

Enfin, les cellules T se développent & partir de cellules progénitrices pluripotentes.
Une importance du sentier de signalisation Notch, dans I'induction de la destinée des
cellules T, est soulignée par le fait que la mutation du géne Notchl résulte en un arrét du
développement des cellules T (Radtke et al., 1999). De plus, au moins la moitié des cas de
leucémies lymphoblastiques aigués chez ’humain porte une mutation active dans le géne
Notchl (Weng et al., 2004). Une étude par « microarray » entre deux populations de
progeniteurs hématopoiétiques, ayant ou non entamées la signalisation Notch, révéle une
augmentation de I’expression des geénes Hoxal, Hoxa9 et Hoxal0 dans les cellules
exprimant Notch. Ceci suggere un role de ces genes dans les processus d’hématopoiese.
Pour le confirmer, I’étude des souris mutantes pour le géne Hoxa5 a été initiée. Cette étude
n’a révelé aucune modification dans la population des cellules sanguines B, T, NK et des

cellules myéloides dans le thymus, la moelle osseuse et la rate. De plus, aucun probléme
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majeur n’est observé au niveau des cellules souches hématopoiétiques. Cependant, le haut
taux de redondance fonctionnelle entre les génes Hox pourrait masquer 1’effet du géne

Hoxa$5 dans les processus d’hématopoiese (Weerkamp et al., 2006).

1.6. But des mes travaux de doctorat

Comme décrit précédemment, le géne Hoxa5 est impliqué dans de nombreux
processus d’organogenése ainsi que dans la spécification du squelette axial au niveau du
domaine antérieur de 1’expression du géne HoxaJ. Il est toutefois intéressant de noter que
tous les phénotypes associés a la perte de fonction du gene Hoxa5 présentent des
similitudes. Ainsi, le gene Hoxa3 se trouve exprimé dans la composante mésenchymale des
organes affectés alors que les effets associés a la perte de fonction sont majoritairement
restreints aux épithélia (Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1999; Aubin et al., 2002a; Meunier
et al., 2003; Garin et al., 2006; Mandeville et al., 2006). Ces données suggerent un réle du
gene Hoxa5 par I'intermédiaire d’interactions mésenchyme-épithélium. Ces mémes études
montrent que le gene Hoxal est surtout impliqué dans les mécanismes de prolifération
cellulaire et peu dans ceux de mort cellulaire programmeée. De plus, les phénotypes
rapportés dérivent majoritairement de structures n’exprimant que le transcrit majeur de
1.8kb soulevant I’'importance fonctionnelle de ce transcrit. Cependant, il est inconcevable
de penser que les longs transcrits soient produits en pure perte par ’organisme. Une

caractérisation de ces longs transcrits a été entreprise et sera discutée dans le chapitre 5.

Le domaine d’expression spécifique du transcrit de 1.8 kb dans la région cervico-
thoracique est restreint 4 la région localisée entre pv3 et pv10. Sachant que la perte de
fonction du géne Hoxal entraine une altération des structures dérivées de cette région ou
[’expression du gene est dirigée par le MES, nous postulons que des facteurs pouvant lier le
MES soient importants pour la spécification, dirigée par le gene Hoxas, de la région
cervico-thoracique (Larochelle et al., 1999). Pour déterminer 1’action éventuelle de facteurs
interagissant avec le MES pour restreindre I’expression du gene Hoxa5 a la région pv3-
pv10, la caractérisation du MES a été poursuivie et a révélé la présence d’au moins deux
régions d’ADN impliquées dans son activité. Le fragment AvEc-164 pb est requis pour le

positionnement de la frontiere postérieure du domaine d’expression au niveau de pv10 et le
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fragment PsHi-331 pb participe aux propriétés activatrices du MES. De plus, la
fonctionnalité de ces deux fragments fait intervenir la liaison de facteurs agissant en frans
sur le MES. L’ensemble de ces travaux sur la caractérisation de I’élément MES sera détaillé

dans les chapitres 2 et 3.

Indépendamment, comme décrit a la section 1.4, le maintien de séquences exogénes
au sein des locus Hox peut interférer avec 1’analyse des phénotypes associés a la perte de
fonction d’un gene (Section 1.4) ; (Rijli et al., 1994). Chez les individus Hoxa5", des
transcrits plus longs de 1kb (présence de la cassette de sélection) sont générés a partir de
I’allele mutant (Jeannotte et al., 1993). La limite d’expression antérieure de ces transcrits
s’établit au niveau de pv10 alors qu’elle est inchangée dans les autres structures qui
expriment le géne Hoxa5 (Aubin et al., 1998). Cette abolition sélective entre pv3 et pv10,
soit au niveau du domaine d’expression spécifique du court transcrit, souléve la possibilité
d’une autorégulation par le produit du gene Hoxa5. Si cette hypothése est fondée, les
individus hétérozygotes pour la mutation du géne Hoxal doivent avoir suffisamment de
protéine Hoxa5 pour activer et/ou maintenir la transcription au niveau des promoteurs des
deux alléles. Au contraire, s’il n’y a pas assez de protéine Hoxa5, aucune expression des
différents alléles ne devrait étre retrouvée entre pv3 et pvl0. En fait, on observe une
expression de ’allele muté jusqu’a pv10 et celle de I’alléle de type sauvage jusqu'a pv3. De
méme, on observe aucun impact de la mutation du géne Hoxa5 sur ’expression des
transgeénes contenant le fragment génomique de 11.1 kb décrit a la section 1.5.1.1. Ces
données suggerent plutét que I'insertion de la cassette de résistance a la néomycine dans le
géne Hoxa$ interfere en cis avec son propre promoteur (Aubin et al.,, 1998). Puisque la
cassette de sélection est maintenue chez les individus Hoxa5", nous postulons que sa
présence puisse étre susceptible de participer aux phénotypes rapportés. Pour déterminer
I’impact du maintien de la cassette de sélection chez les individus Hoxa5", un mutant
conditionnel pour le géne Hoxa5, dans lequel la cassette de sélection peut étre excisée, a été
généré et une analyse comparative des phénotypes obtenus a été entreprise. De plus, ce
mutant conditionnel serait un outil utile a I’étude du géne Hoxal. En effet, selon le choix de
I’expression de la Cre recombinase, il pourrait aider a la compréhension des différentes
fonctions du geéne Hoxa5 dans les différents organes ou il est exprimé. Ce mutant

permettrait également de définir I’'importance de la fonction du géne Hoxa$ a chacun des
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stades du développement embryonnaire. De méme, il sera possible de définir les fonctions
du géne Hoxa5 chez ’adulte et de vérifier si les phénotypes observés a ce stade sont une
conséquence directe de la perte de fonction du gene lors du développement embryonnaire.
La génération d’un mutant conditionnel pour le géne Hoxa5 et sa caractérisation seront

présentées au chapitre 4.

Enfin, ’ensemble de ces résultats sera discuté dans le contexte des connaissances

actuelles sur la régulation et la fonction des génes Hox et du géne HoxaJ en particulier.
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Chapitre I1

Cdx protein interaction to Hoxa5 regulatory sequences contributes to Hoxa5 regional

expression along the axial skeleton.
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PRESENTATION

L’étude des séquences régulatrices qui gouvernent I’expression du géne Hoxa’ ont
permis d’isoler au moins deux séquences importantes. La premiere, [’élément BSC situé en
5" du gene Hoxal, dirige spécifiquement I’expression du géne Hoxas dans la région
brachiale du tube neural (Zakany et al., 1988 ; Tuggle et al., 1990 ; Nowling et al., 1999).
La deuxiéme, la séquence MES de 2.1 kb et située en 3’ du gene Hoxa$, dirige
spécifiquement I’expression du géne Hoxab dans les dérivés mésodermiques de la région
cervicale entre pv3 et pv10, dans les bourgeons des membres antérieurs, ainsi que dans le
systeme urogénital (Larochelle et al., 1999). Nous avons poursuivis la caractérisation de la
séquence MES. Ces travaux ont été entamés par Jérdme Lapointe, étudiant 4 la maitrise et

complétes lors de mes travaux de doctorat.

Nous avons utilisé une approche de transgenése en pratiquant différentes délétions
au sein du MES. Nous avons ainsi pu mettre en évidence la présence d’un ¢lément
répresseur de 164 pb (appelé AvEc-164 pb) situé entre les sites Avrll et Eco4 7111 (positions
+4280 pb et +4444 pb). Cette séquence s’est avérée responsable du positionnement de la
frontiere postérieure du domaine d’expression des transgénes au niveau de pv10. En effet,
en son absence, le domaine d’expression des transgeénes Hoxal/lacZ se trouve étendu
jusqu’a P'extrémité caudale de I’embryon. Une analyse bioinformatique (TRANSFAC) des
sites de liaison potenticls pour des facteurs de transcription a révélé la présence de
nombreux sites pouvant lier les protéines Cdx. Ces dernic¢res ont par ailleurs déja été
rapportées comme des régulateurs des domaines d’expression des génes Hox (Charité et al.,

1998).

Des études de retard sur gel réalisées avec les protéines Cdx de souris produites in
vitro ont permis d’identifier deux sites de liaison inclus dans une séquence de 25 pb, la
séquence Oligol. La mutation ponctuelle des deux sites de liaison se traduit par une perte
de la frontiere postérieure au niveau de pv10 chez les embryons transgéniques confirmant
ainsi ’effet de la liaison des facteurs Cdx pour la définition de la frontiére postérieure du

domaine d’expression du court transcrit du géne Hoxab a ce niveau.
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Afin de déterminer laquelle des trois protéines Cdx produites chez la souris était
impliquée, nous avons d’abord introduit les transgénes Hoxa5/lacZ dans les lignées de
souris mutantes pour la fonction du géne Cdx! et/ou Cdx2. Aucune modification de
’expression des transgénes n’a pu étre observée suggérant que Cdx1 et Cdx2 ne seraient
pas impliquées dans 1’effet répressif du fragment AvEc-164 pb. Aucune souris mutante
pour le géne Cdx4 n’étant disponible lors de notre étude, nous avons étudié la capacité de la
protéine Cdx4 a lier le fragment AvEc-164 pb par des essais retard sur gel et de
« supershift ». Nous avons ainsi pu démontrer que la protéine Cdx4 était présente dans les
extraits embryonnaires et capable de lier spécifiquement le fragment AvEc-164 pb. Donc,
notre étude a permis d’identifier la protéine Cdx4 comme un candidat potentiel intervenant
dans [’activité répressive du fragment AvEc-164 pb sur D’expression des transgenes

Hoxa5/lacZ dans les régions postérieures a pv10.

Cet article est une contribution égale des deux premiers auteurs. Jérdme Lapointe a
initié la caractérisation du MES en contribuant a la génération de plusieurs constructions de
transgénese et en localisant les deux sites de liaison aux protéines Cdx. Marcelle Carter a
généré les embryons transgéniques par microinjection. Pour leur part, les membres du
laboratoire du Dr Tuggle, Terri Besch et John Woolard, ont réalisé les études de retard sur
gel. Personnellement, j’ai poursuivi I’étude de transgenese en générant certaines des
constructions et j’ai réalisé I’étude de ’expression des transgenes HoxaS/lacZ chez les
individus mutants pour la fonction des génes Cdx/ et Cdx2. I’ai collaboré 4 I’écriture du

manuscrit initiée par Jérdme Lapointe en étroite collaboration avec le Dr Jeannotte.
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ABSTRACT

Hox gene function is intimately linked to its correct developmental expression. The
identification of eis-acting regulatory sequences and their associated frans-acting factors
constitutes a key step in deciphering the mechanisms underlying the correct positioning of
the functional domain of Hox genes along the anterior-posterior axis. We have identified
DNA elements driving /{oxab regionalized expression in mice, using as a starting point the
2.1 kb mesodermal enhancer (MES) localized in Hoxa5 3’ flanking sequences. The MES
sequence comprises regulatory clements targeting Hoxa5 expression in the limbs, the
urogenital and gastrointestinal tracts, and in the cervical-upper thoracic region of the
prevertebral column. A 164 bp DNA fragment within MES caudally restricts Hoxas
expression at the level of prevertebra 10, corresponding to the posterior limit of its
functional domain. Cdx proteins directly bind to this element in vitro via two conserved
sites. Preventing Cdx binding by mutating the sites causes the caudal expansion of the
transgene expression domain. Of all three murine Cdx proteins that bind this element in
vitro, Cdx4 emerges as the potential regional posterior repressor of Hoxa5 expression. The
restrictive control provided by Cdx interaction to Hoxa5 regulatory sequences could be one

of the critical events in cervicothoracic axial specification.
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INTRODUCTION

The establishment of the morphological diversity of the body plan requires that the
genetic information must be processed to ultimately dictate specific shapes in subsets of
domains along the body axes. In this cascade of molecular events, flox genes are key
components defining how and where structures will be elaborated. This gene family encode
transcription factors specifying regional identity along the embryonic axes of diverse
organisms. The murine genome contains 39 Hox genes organized into four clusters, fHoxA
to HoxD (35). The organization of Hox complexes is fundamental for the precise spatio-
temporal regulation and function of each gene. A colinear relationship exists between the
relative order of f7ox genes on the chromosome, their expression domain along the anterior-
posterior axis, and their temporal onset: genes located at the 3 end of the clusters are
expressed earlier and more anteriorily in the embryo than those in more 5° positions (16,
31). As a result, Hox gene expression domains are both spatially restricted and overlapping,
extending from specific anterior boundaries down to the caudal end of the embryo. Hox
developmental functions were first extrapolated from these expression patterns. However,
mutational analyses of murine Hox genes have shown that their domains of action are
mainly restrained to the anterior-most region of their expression domain (4, 56). Hox gene
function is also intimately linked to its correct developmental regulation as illustrated by
the homeotic transformations observed when Hox cis-acting regulatory elements are

mutated (17, 22, 65).

Even though substantial information have been gained on Hox gene regulation, a better
comprehension of the controls governing Hox gene expression is needed to decipher the
mechanistic basis responsible for Hox gene function in axial patterning. Hox gene
regulation is thought to be achieved by a combination of strategies involving: (i) chromatin
remodeling (12); (ii) global enhancer sequences located outside the cluster and acting in a
relatively promoter-unspecific manner (30, 33, 55); and (iii) integrated regulation of
neighbouring genes through the sharing, the competition and/or the selective use of defined
local cis-acting sequences (23, 53; reviewed in 31). Extensive studies have been devoted to

the identification of control elements demonstrating that Hox gene expression can be
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recapitulated partly or entirely upon random integration in the genome of transgenes
containing DNA regulatory elements (7, 10, 36, 45, 46, 48, 53, 61, 64). The common
emerging picture is that the dynamic profile of Hox gene expression relies on the
interpretation of positional information transduced by transcriptional factors interacting
with both positive and repressive DNA sequences to restrict the enhancer activities to
defined regional domains within specific expression boundaries (22, 44, 57). Among the
upstream factors identified so far, caudal-related family members have emerged as key
regulators (13, 19, 49, 62). The main evidence for Cdx proteins involvement in Hox
regulation comes from the analysis of the targeted mutations of these homeodomain-
containing proteins in mouse as they result in skeletal defects akin to those previously
observed in Hox mutant mice (14, 58, 62). In Cdx/! -/-, Cdx2 +/- and Cdx! -/-; Cdx2 +/-
compound mutants, the posterior shift in Hox gene boundaries correlates with the
transformations observed along the anterior-posterior axis. Moreover, potential Cdx
binding sites are found within the cis-regulatory regions of several Hox genes (13, 47, 54,
58). Finally, recent data substantiate the view that Cdx proteins may act as integrators of
multiple signaling pathways elicited by either retinoic acid, Wnt or Fibroblast growth
factors (8, 9, 25, 27, 28, 37, 49, 50). Consequently, Cdx proteins likely convey positional

information from these signals to Hox genes (38).

To fully understand the regulatory events governing Hox gene expression, we are
studying the Hoxa5 gene. This gene provides a good model system to decipher the regional
control of Hox regulation as its loss-of-function mutation affects a well-defined subset of its
axial expression domain (2, 29, 306). In the developing embryo, Hoxa5 expression extends
from the caudal end to the posterior myelencephalon in the neural tube, and to the
prevertebra (pv) 3 in the axial skeleton. Hoxal transcripts are also detected in the
mesenchymal component of several organs, including trachea, lungs, stomach, intestine and
kidneys (1, 2, 3, 5, 15, 21). Aside from morphological defects in foregut derivatives (1, 5,
40), the targeted disruption of the Hoxa5 gene perturbs axial skeleton identity in a region
confined between pv3 and 10, the most anterior domain of Hoxa5 expression in the
prevertebral column (2, 29). Several transcripts of 1.8, 5.0, 9.5 and 11 kb in length
encompassing Hoxa5 coding sequences originate from the use of different promoters and

alternative splicing (29; Y. Coulombe and L. Jeannotte, unpublished data). As a result, the
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global Hoxa5 expression profile derives from the combination of the expression domains of
all Hoxa5 transcriptional units initiating from both the proximal and the distal promoters.
The major 1.8 kb transcript, which encodes the Hoxa5 270 amino acid protein, is
specifically expressed at high levels in the axial domain where the Hoxa5 mutation exerts

its effect (36).

The presence of complex and overlapping transcriptional units at the Hoxa5 locus
implies dispersed and shared regulatory regions in the cluster. This prompted us to
characterize the regulatory elements directing Hoxa5 developmental expression using a
transgenic approach. Cis-acting sequences lying within an 11.1 kb genomic fragment can
recapitulate the temporal expression and substantially reproduce the spatial pattern of the
Hoxa5 1.8 kb transcript (36). Deletion analyses have revealed several DNA control
clements, including a 604 bp brachial spinal cord enhancer (BSC) in 5' flanking sequences
(45, 61), and a 2.1 kb mesodermal enhancer (MES) downstream of Hoxa5 coding
sequences, the latter being essential for paraxial and lateral plate mesoderm expression in
the cervical and upper thoracic region (36). Additional regulatory sequences involved in
Hoxa5 lung and gut expression have also been identified near the Hoxa4 gene (42). In
pursuing the characterization of the MES sequence by deletion and mutational analyses, we
present evidence that MES contains DNA elements that limit oxa5 regional specific
expression domain along the anterior-posterior axis, and that Cdx proteins can directly

interact with MES sequences to correctly position the Hoxa5 expression domain.

MATERIALS AND METHODS

Constructions of HoxaS/lacZ transgenes

Construct 1 of this study, also named pLJ133, has been described previously (Fig. 2.1B;
construct #9 in reference 36). It contains the bacterial lacZ gene inserted into the Sacl site
of the first exon of the Hoxa5 gene, allowing translation of the lacZ open reading frame
from the Hoxa5 AUG. Construct 1 was digested with HindIII to remove a 2.08 kb fragment
from +2.85 kb to +4.93 kb and self-ligated to produce an intermediate construct (pLJ143;

not shown), containing a continuous Xhol-Hindlll Hoxa5 genomic fragment extending
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from —235 bp to +2.85 kb that does not direct B-galactosidase expression as previously
shown (64). Insertion of a HindI11-Pstl fragment (from +2.85 kb to +4.60 kb) at the HindIIl
site (+2.85 kb) of pLJ143 resulted in construct 2. Constructs 3 to 5 were generated by a
series of deletions at the 3” end of construct 1. Construct 1 was partially digested with
Eco47111 to produce construct 3, and with Avrll and Xhol to generate constructs 4 and 5,
respectively. A 892 bp Xhol/Hindlll filled-in fragment, extending from +4.04 kb to +4.93
kb, was inserted either at the HindIIl (+2.85 kb) or at the X#ol site (-235 bp) of pLJ143 to
generate constructs 6 and 7, respectively. Construct 8 was derived from construct 1 by
deleting the Avrll-Eco4711l sequence, thereafter referred to as AvEc-164 bp fragment,
located between positions +4.28 kb and +4.44 kb. Construct 9 was obtained by cloning the
AvEc-164 bp fragment into the HindIII (+2.85 kb) site of pLJ143. For constructs 10, 11
and 12, nucleotide substitutions in the identified consensus Cdx binding sites were
produced by an overlapping PCR strategy using synthetic oligonucleotide primers
containing appropriate base changes (63). The modifications introduced are indicated in
Figure 2.4A. The 2.08 kb HindlIll fragment extending from +2.85 kb to +4.93 kb was
subcloned and the resulting construct was used as template for synthetic primers. All
introduced mutations were subsequently validated by sequencing. The plasmids containing
the desired mutations were digested with HindlIll, and the fragments were subcloned into
the Hindlll site (+2.85 kb) of pLJ143 to generate constructs 10 (mutl), 11 (mut2) and 12
(mutl,2). All the constructs described in the present study were made in pBluescript SKII+

(Stratagene) and purified following a cesium chloride centrifugation.
Production and genotyping of transgenic mice

All experiments were performed according to the guidelines of the Canadian Council on
Animal Care and approved by the institutional animal care committee. The Hoxa5/lacZ
sequences from all constructs were isolated using a Kpnl-Notl digestion to remove vector
sequences and they were purified on agarose gel. They were then injected into the pronuclei
of fertilized eggs derived from (CS7BL/6 x C3H) F1 hybrid intercrosses following standard
procedures (24). Transgenic founder embryos were recovered from foster mothers,
genotyped by Southern analysis of yolk sac DNA using a lacZ specific probe to verify the

integrity of the microinjected construct, and analyzed for lacZ expression by B-
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galactosidase staining as previously described (36). Permanent mouse lines for construct 1

were also obtained and genotyped using tail DNA.

The effect of Cdx proteins on Hoxad/lacZ transgene expression was assessed using either
a Cdx] mutant mouse line originally produced in the laboratory of Dr. P. Gruss (58) and
provided by Dr. D. Lohnes, or a Cdx2 mutant mouse line generated in the laboratory of Dr.
F. Beck and provided by Dr. K. Chawengsaksophak (14). The Cdx! and Cdx2 mutations
were maintained in the 129/SvEv and ICR genetic backgrounds, respectively. In addition to
the pLJ133 established transgenic line (corresponding to construct 1 in the present study;
2.1B), a permanent mouse line obtained previously for the pLJ57 Hoxa5/lacZ construct was
tested (construct #2 in reference 36). The pLJ57 transgene contains a Hoxaj genomic
fragment extending from —2.13 kb to +7.19 kb with the /acZ reporter gene in the first exon
of the gene. To generate Cdx/ +/-; pLJI133 +/- and Cdx! +/-; pLJ57 +/- animals, breedings
between Cédx! -/- and Hoxa5/lacZ mice were performed. Cdx/ +/-; pLJ133 +/- and Cdx1 +/-
; pLJ57 +/- males were then bred with Cdx/ +/- females to produce animals for all six
possible genotypes. In parallel, pLJ133 +/- or pLJ57 +/- males were bred with Cdx2 +/-
females to generate animals for all four possible genotypes. The early embryonic lethality
of Cdx2 -/- mutants prevents the analysis of Cdx2 -/- embryos carrying a Hoxa5/lacZ
transgene (14). We also produced Cdx/ +/-; pLJ57 +/- males that were bred with Cdx/ +/-;
Cdx2 +/- females to evaluate the impact of three Cdx mutated alleles on Hoxa5/lacZ
transgene expression (Cdx! -/-; Cdx2 +/-; pLJ57 +/- specimens). The moming of vaginal
plug detection was considered as E0.5. Embryos were obtained at various embryonic ages
and stained for 3-galactosidase activity. Yolk sac DNA was used for genotyping the lacZ
and CdxI alleles by Southern blot analysis (58). Cdx2 genotype was determined by PCR as

described in reference 62.
Electrophoretic mobility shift assays

The expression vectors pSG5-Cdx/, pSG5-Cdx2 and pSG5-Cdx4 were provided by Dr.
J. Deschamps (13). The TnT7 Quick coupled transcription/translation system (Promega
Corporation) was used to produce in vitro each of the Cdx proteins that were then analyzed
by SDS-PAGE gel electrophoresis and directly assayed for electrophoretic mobility shift
assay (EMSA). The AvEc-164 bp fragment was purified, end-labelled with T4
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polynucleotide kinase, and tested for Cdxl, Cdx2 and Cdx4 binding by EMSA. A
combination of double-stranded end labelled oligonucleotides covering (i) the 5' half of
AvEc-164 bp fragment from nucleotides 1 to 86 (Fig. 2.3B), (ii) the 3' half of AvEc-164 bp
fragment from nucleotides 67 to 164, and (iii) sequences encompassing Cdx binding sites,
including S'CCGGATTTAACTTTAGTCTTTGAATS',
S'TTGAAAGGGGTTAAAGCGCT3' and Oligol were also tested. We focused on two
consensus Cdx binding sites, sites 1 and 2 present in Oligol, that showed Cdx binding
activity. EMSA was performed with double-stranded end labelled oligonucleotides
harboring either the wild-type sequence 5’TGAAGCAATAAACTTTATGGCCGGA3Z’
[Oligol], or mutated binding sites 5’TGAAGCAATGCCCTTTATGGCCGGA3’ [Oligol
(mutl)], S’TGAAGCAATAAACTTGCGGGCCGGA3®  [Oligol  (mut2)] and
S'TGAAGCAATGCCCTTGCGGGCCGGA3’ [Oligol (mutl,2)]. Nucleotide substitutions

are underlined. Binding reactions containing 0.5 to 4 ng of probe (100,000 cpm), 1 pl of
Cdx protein, 1 pg of poly (dI-dC), 100 ng of yeast tRNA prepared in 15 mM Hepes pH 7.9,
50 mM NaCl, 80 uM ZnCl,, 800 uM DTT, 0.5% NP-40, 2 mM MgCl; and 3% Ficoll were
equilibrated for 10 minutes at 25°C and separated by electrophoresis through a 6%
polyacrylamide (29:1) gel containing 0.25X Tris-Borate-EDTA. The specificity of Cdx
binding was assessed by addition of 100-fold excess of unlabeled probe prior to the
addition of the radiolabeled probe. A 23 bp doubled-stranded DNA fragment of the
sucrase-isomaltase promoter, SIF1 (5’GTGCAATAAAACTTTATGAGTAA3’), that
contains two sequences interacting with the Cdx2 protein, was used as a positive control
and competitor for some binding assays (59, 60). Two unrelated double-stranded DNA
fragments (TB2 and SP1) were also used as competitors. The sequence of the 97 bp
double-stranded oligonucleotide TB2 used in the study is
5"TGGCAAACCGACCCCAACCTCTACACAAAGCCCAGAGGGGATACAAAGCCG
GGGACCCGAAGTTGTTGTACCCGATTCTAAGTCACCACCTCCCCCG3® and the
sequence of the 22 bp double-stranded oligonucleotide SP1 used is
5’ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC3’.

Supershift assays

E9.5 whole cell extract was prepared as described in (13). Binding reactions containing
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0.5 to 4 ng of probe (100,000 cpm), 20 mM Hepes pHSE, 60 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0.5
mM DTT, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, and 1 pg of poly (dI-dC) were incubated for 15
minutes at 25°C. The Cdx4 antibody (provided by Dr. C. Wright) was then added and the
incubation continued for an additional 20 minutes at 25°C. The reaction products were
separated by electrophoresis through a 6% polyacrylamide (29:1) gel containing 0.25X
Tris-Borate-EDTA and 2.5% glycerol. The specificity of antibody binding was assessed by
the use of a control antibody raised against skeletal muscle calsequesterin obtained from
Dr. E. Lonergan. Supershift assays were also done with the Cdx1 and Cdx2 antibodies
obtained from Dr. D. Lohnes.

RESULTS

Deletion analysis of the Hoxa5 mesodermal enhancer (MES)

We previously identified a 5.17 kb DNA region encompassing the Hoxa5 locus
(construct 1, Fig. 2.1B) that can specifically direct expression in mesodermal derivatives of
the cervical-upper thoracic domain (36). This sequence includes a 2.1 kb Hindlll fragment
(MES) possessing enhancer properties and localized downstream of Hoxad coding
sequences between positions +2.85 kb and +4.93 kb. In E12.5 FO transgenic embryos
carrying construct 1, B-galactosidase expression was detected in the prevertebral column
between pv3 and pv10/11, with a stronger signal in the pv3-6 region (Fig. 2.2A; 36). The
urogenital tract and the forelimb buds also expressed the transgene, in addition to the
hindlimbs in a few specimens (not shown). No transgene expression was detected in the

neural tube since the BSC enhancer element was not included in construct 1 (Fig. 2.1; 61).

Deletions of the MES fragment were made to delineate the DNA elements involved in
tissue-specific expression and they were tested in E12.5 FO transgenic embryos. Removal
of 331 bp at the 3’end of the MES resulted in a pattern similar to that observed with
construct 1, except for expression in the mesenchymal condensations of developing limb
buds that was detected in only one transgenic embryo (construct 2; Figs. 2.1C, 2.2B; not
shown). Deletion of an additional 160 bp resulted in a X-gal staining pattern comparable to

that seen for constructs 1 and 2 (construct 3; Fig. 2.2C). Furthermore, staining in the limb
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buds was recovered for 6 out of 8 FO expressing transgenic embryos (Fig. 2.1C). In
concordance with the delay in the formation of embryonic posterior structures versus more
anterior ones, the forelimb buds appeared fully stained whereas only the distal extremity of
hindlimb buds, corresponding to the interdigital region, was positive. Construct 3 was also
expressed in the gut of 5 FO expressing transgenic embryos and in the urogenital tract of all

expressing embryos (Figs. 2.1C, 2.2C).

When an extra 164 bp DNA fragment was removed from the 3’ terminus of the MES
(construct 4), all the FO expressing embryos obtained showed a strong X-gal staining in the
prevertebral column from the anterior limit at pv3 to the caudal end of the embryo,
indicating that the posterior restriction at pv10 was lost (Figs. 2.1, 2.2D). This 3* deletion
also led to the absence of reporter gene expression in the developing limb buds, the
urogenital system and the gut for the majority of FO expressing embryos suggesting the
presence of tissue-specific regulatory elements in the Avrll-HindIll 655 bp sequence. We
also performed an additional 3’ deletion up to the Xhol site located at +4.04 kb that
generated construct 5 (Fig. 2.1B). As for construct 4, most of the FO expressing embryos
expressed the transgene from pv3 down to the tail of the embryo (Fig. 2.2E). Furthermore,
no transgene expression was detected in the urogenital tract, the limb buds and the gut (Fig.
2.1C). Taken together, these results indicated that the 3 half of the MES encompasses
several cis-acting regulatory elements involved in specific regional control activities. The
loss of posterior restriction along the prevertebral column also suggested that sequences
between the Avrll (+4.28 kb) and Eco4 7111 (+4.44 kb) restriction sites are involved in the

positioning of the posterior boundary of expression at the upper thoracic level.

To further define the contribution of the 892 bp Xhol-HindIll DNA fragment to the MES
activity, constructs carrying this DNA sequence either in 3’ (construct 6; Fig. 2.1B) or in 5’
(construct 7; Fig. 2.1B) of a Hoxa5/lacZ minimal construct were designed. This
Hoxa5/lacZ minimal vector included 3.09 kb of Hoxa$ genomic sequences from -235 bp to
+2.85 kb that on its own cannot direct transgene expression (64). Constructs 6 and 7
presented a similar pattern of expression in the interdigital region and in the mesenchymal
condensations along the proximo-distal axis of the limb buds and in the gut (Figs. 2.1C,

2.2F, G). Only FO expressing embryos for construct 7 showed X-gal staining in the
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urogenital tract (Fig. 2.1C). As constructs 1, 2 and 3, constructs 6 and 7 drove B-
galactosidase expression in the cervical region of the prevertebral column with a well-
established posterior limit in the upper thoracic region (Fig. 2.2F, G). The above results
suggested that the Xhol-HindIIl sequence was able to direct region-specific expression
independently of its position relative to the Hoxa5 promoter. However, the Xhol-Hindlll
fragment was unable to drive transgene expression when tested in front of a heterologous
promoter (hsp68/lacZ; not shown), suggesting that the Hox genomic context was essential
for the regulatory action of the 3" fragment of the MES region. These results also indicated

that the genuine enhancer activity of the MES relies on its integrity.

Distinct MES regulatory sequences mediate Hoxa5/lacZ regional expression

The 3' sequential deletion of the MES suggested that the AvEc-164 bp fragment contains
DNA regulatory elements that restrict Hoxa5/lacZ transgene expression to the cervical-
upper thoracic region along the axis. We directly tested this hypothesis by removing the
164 bp sequence from construct 1 to generate construct 8 (Fig. 2.1B). Deletion of the
AvEc-164 bp fragment resulted in a loss of posterior restriction along the prevertebral
column for 3 out of 5 FO expressing transgenic embryos (Fig. 2.1C). Transgene expression
was stronger in the cervical region but the extent of the loss of posterior restriction varied
from embryo to embryo (Fig. 2.2H). The loss of posterior restriction was the only
difference in expression between constructs 1 and 8 as both constructs drove lacZ gene
expression in the urogenital system and the limb buds, but not in the gut (Figs. 2.1C, 2.2H).
When linked to the Hoxa5/lacZ minimal vector (construct 9; Fig. 2.1B), the AvEc-164 bp
fragment did not direct any reporter gene expression indicating no enhancer properties
(Figs. 2.1C, 2.2I). Altogether, these data showed that the AvEc-164 bp fragment contains
DNA elements that participate in the positioning of the posterior boundary of Hoxal

expression at the upper thoracic level along the axial skeleton.
Cdx gene products bind in vitro to the Avrll-Eco4 7111 164 bp fragment

To gain insight into critical sequences involved in axial regional specification, we
investigated whether the AvEc-164 bp fragment contains binding sites for known trans-

acting factors that could be involved in transducing positional information to Hox genes.
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By sequence comparison with TFsearch database
(http://molsun1 .cbre.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html), we found, among several
binding sites of putative Hox transcriptional regulators, seven potential sites with high
homology to the consensus (T,T,T,A,T,A/G) for the Cdx gene products (Fig. 2.3B; 39, 52,
59). Sequence comparison of the surrounding Hoxa3 genomic environment revealed that
Cdx consensus binding sites were predominantly localized in the MES region, and the
majority of these Cdx binding sites were confined in the 3’ half of the AvEc-164 bp
fragment (Fig. 2.3B). To establish whether Cdx proteins can bind the AvEc-164 bp
fragment, EMSA were performed with the three murine Cdx proteins, Cdx1, Cdx2 and
Cdx4, produced in vitro (Fig. 2.3C). All three Cdx proteins formed binding complexes with
the AvEc-164 bp fragment (Fig. 2.3C, lanes 3, 6, 9). Specificity of binding was confirmed
by competition studies with a 100-fold excess of unlabeled probe that resulted in a
substantial reduction of Cdx protein binding (Fig. 2.3C, lanes 4, 7, 10), and by addition of a
100-fold excess of an unrelated primer, TB2 (lanes 5, 8, 11). Further characterization of the
specific interactions of Cdx proteins with each half of the AvEc-164 bp fragment revealed
that Cdx1, Cdx2 and Cdx4 proteins bound specifically to the 3’ half of the fragment. No
complex with the 5” half of the AvEc-164 bp fragment was detected, despite the presence
of two potential Cdx binding sites (not shown). To identify which sites from the 3” half
region were involved in binding activity, synthetic oligonucleotides containing the potential
Cdx binding sequences were tested with the three proteins in EMSA. We identified a 25 bp
double-stranded oligonucleotide, named Oligol that spans two Cdx consensus sites, as the
only target for Cdx protein binding (Fig. 2.3D, lanes 4, 8, 12). Indeed, the other three
consensus sites for caudal-related proteins located in the 3’ half of the AvEc-164 bp
fragment did not form any complex with Cdx proteins (not shown). Cdx protein binding to
Oligol was efficiently competed by addition of a 100-fold excess of unlabeled probe (Fig.
2.3D, lanes 5, 9, 13). Specificity of the interaction was further demonstrated by using as
competitor SIFI, a 23 bp double-stranded DNA fragment of the sucrase-isomaltase
promoter, previously shown to interact with Cdx2 (Fig. 2.3D, lanes 6, 10, 14; 59). Finally,
additional support for the specificity of the binding was provided by the addition of a 100-
fold excess of an unrelated SP1 primer (Fig. 2.3D, lanes 7, 11, 15).

To compare the importance of each site in the formation of Cdx-Oligol complexes,
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three nucleotide substitutions were introduced into Cdx binding sites 1 and 2 individually
or in combination (Fig. 2.4A). While nucleotide substitutions in site 1 (mutl) or in site 2
(mut2) did not alter the binding of the three Cdx proteins to Oligol (Fig. 2.4B, lanes 2-4,
10-12, 14-16), their combined mutations (mutl,2) in Oligol abolished the formation of
specific binding complexes (Fig. 2.4B, lanes 6-8).

To further establish the functional significance of the two Cdx binding sites, E12.5 FO
Hoxa5/lacZ transgenic embryos were produced to assess the effect on transgene expression
of nucleotide substitutions at sites 1 and 2, either individually or in combination. These
mutations were introduced into construct 1 to generate constructs 10, 11 and 12,
respectively (Fig. 2.1B). Transgenic embryos for constructs 10 or 11 carrying individual
mutation displayed the same regionally restricted expression pattern of lacZ staining as
their cognate wild-type construct (Figs. 2.1C, 2.2A, J, K). Expression in the urogenital
system, the developing limb buds and the gut was detected in some FO expressing
specimens (Fig. 2.1C). In contrast, all FO expressing embryos carrying construct 12 with
nucleotide substitutions in both binding sites presented a lack of posterior restriction along
the prevertebral column (Figs. 2.1C, 2.2L). The X-gal staining was stronger in the cervical
region and extended caudally. Altogether, these results indicated that the Cdx gene products
can interact with the AvEc-164 bp fragment via two Cdx consensus binding sites confined
within a 25 bp sequence and this interaction could participate in vivo in the positioning of a

posterior boundary of expression in the upper thoracic region.
Hoxa5/lacZ transgene expression in Cdx mutant backgrounds

Experimental data have shown that overexpression or loss-of-function of Cedx genes can
affect Hox/lacZ transgene activity and directly regulates endogenous Hox gene expression
upon interaction with Cdx binding sites in the flanking regions of Hox genes (13, 58, 62).
To test the in vivo requirement of Cdx/ or Cdx2 gene function in the correct
positioning of the Hoxa5 expression domain, we verified if the expression of construct 1
could be altered in Cdx/ or Cdx2 mutant embryos. To do so, the pLI133 Hox/lacZ
transgene (corresponding to construct 1) was introduced into the Cdx/ or Cdx2 mutant

background by successive breedings. E12.5 transgenic embryos carrying the Hoxa5/lacZ
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transgene and either Cdx!/ or Cdx2 mutant alleles were generated and stained for 03-
galactosidase activity. In Cdx! +/+; pLJ133 +/- transgenic embryos, X-gal staining was
detected in the forelimb buds, the urogenital tract and in the cervical region of the
prevertebral column with a posterior limit at the upper thoracic level, similar to the staining
obtained for construct 1 (Figs. 2.2A, 2.5K). The loss of Cdx/ function did not affect the
expression pattern of the transgene and no posterior shift of the caudal boundary along the
prevertebral column could be observed for the majority of the specimens analyzed in the
cohort (Cdx! -/-; pLJ133 +/-; Fig. 2.5L). Although the early embryonic lethality precludes
the analysis of Cdx2 -/- mutants, the loss of one Cdx2 allele causes alterations in vertebral
identity at anterior thoracic and posterior cervical levels (14). Cdx2 +/-; pLJI33 +/-
embryos displayed a lacZ staining profile similar to that of control and Cdx! -/-; pLJ133 +/-
specimens (Fig. 2.5M), suggesting that the lack of both Cdx/ alleles or one Cdx2 allele

does not affect the regional expression of construct 1.

Construct 1 can direct B-galactosidase activity in a narrow window of time from E11 to
E13 (J. Lapointe and L. Jeannotte, unpublished data). To assess the effect of the Cdx/ and
Cdx2 mutations on the expression pattern of Hoxa5/lacZ transgene at earlier stages of
embryogenesis, we introduced the pLJ57 transgene into both Cdx mutant backgrounds. The
pLJ57 construct allows lacZ expression from ES8.0-8.25 onwards, reproducing the
endogenous temporal expression of the Hoxa3 gene (36). E8.5, E9.5 and E10.5 transgenic
embryos carrying both the pLJ57 transgene and the Cdx/ or Cdx2 mutant alleles were
analyzed. As reported for Cdx mutant embryos carrying the pLJ133 transgene, we did not
detect noticeable variation in pLJ57 regional expression in the cohorts of Cdxl -/-; pLJ57
+/- and Cdx2 +/-; pLJ57 +/- specimens at all embryonic ages analyzed (Fig. 2.5A-F, H-J).
As functional redundancy between Cdx/ and Cdx2 genes can occur in Hox gene regulation
(62), we also introduced the pLJ57 transgene into the Cdxl -/-; Cdx2 +/- mutant
background. As shown at E9.5, no alteration of the transgene expression profile was
noticed in Cdx! -/-; Cdx2 +/-; pLJ57 +/- embryos (Fig. 2.5G). Examination of the Hoxa5
endogenous expression pattern failed also to reveal any changes in Cdx/ -/- embryos, thus
validating the transgene expression studies (not shown). Taken together, these results
indicated that the loss of Cdx/ function, the Cdx2 haploinsufficiency

or the combination of both does not perturb the regional expression of the Hoxal gene
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along the prevertebral column.
Cdx4-containing embryonic protein extracts form complexes with Oligol

The lack of genetic evidence supporting the involvement of Cdx! and Cdx2 genes in the
control of Hoxa5 regional expression led us to evaluate if the third member, Cdx4, could be
implicated in Hoxa5 gene regulation. As no Cdx4 mutant mouse line has been reported, we
used a biochemical approach. First, we tested whether the Cdx gene products present in the
embryo possessed the ability to bind the Oligol sequence. We performed EMSA using
E9.5 embryo protein extract and Oligol, Oligol (mutl), Oligol (mut2) and Oligol
(mutl,2) as probes (Fig. 2.6A). Proteins present in the extract were able to bind Oligol,
Oligol (mutl) and Oligol (mut2) (Fig. 2.6A, lanes 2, 6, 10). In the latter, the different shift
pattern suggested that other proteins can bind this mutated form. Specificity of binding was
confirmed by competition studies with a 100-fold excess of unlabeled probe that resulted in
the abolition of protein binding (Fig. 2.6A, lanes 3, 7, 11). Moreover, addition of a 100-fold
excess of unlabeled Oligol (mutl,2) was unable to efficiently compete protein binding
(Fig. 2.6A, lanes 4, 8, 12), suggesting that proteins from the embryo extract bind
specifically Oligol via the two Cdx binding sites identified. EMSA with Oligol (mutl,2)
produced a specific pattern of bands revealing that different proteins can bind Oligol
(mutl,2) (Fig. 2.6A, lane 14). This specificity of binding was confirmed by competition
with a 100-fold excess of Oligol (mutl,2) unlabeled probe demonstrating that these
proteins were indeed different from those binding Oligol (Fig. 2.6A, lane 15). The
specificity of binding was also assessed by addition of a 100-fold excess of SP1 binding
site (Fig. 2.6A, lane 16).

To test if the E9.5 embryo protein complexes that bound Oligo1 sequence contained Cdx
proteins, supershift EMSA were performed using E9.5 embryo protein extract, Oligol and
Cdx specific antibodies. The specificity of each anti-Cdx antibody was assessed by EMSA
with the different Cdx proteins produced in vitro, as shown for the anti-Cdx4 antibody (Fig.
2.6B, lanes 5, 8, 11). Addition of the anti-Cdx4 antibody to the embryo protein extract-
Oligo1 reaction led to a near-complete loss in the most abundant Oligol-protein complex
(Fig. 2.6C, lanes 2, 3). This could be caused either by inhibition of stable DNA-protein

complex formation following antibody binding or by the strong alteration of the
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electrophoretic mobility of the DNA-protein-antibody complex. Such a result was not
observed when anti-Cdx1, anti-Cdx2 or control antibodies (anti-calsequesterin) were used
(Fig. 2.6C, lane 4; not shown). Taken together, these results demonstrate that Cdx4 present
in E9.5 embryo protein extract can bind specifically Oligol sequence. Thus, Cdx4 appears
as a potential regulator for the correct positioning of the posterior boundary of Hoxas

expression in the upper thoracic region along the axial skeleton.

DISCUSSION

MES sequence directs Hoxa5 expression in several structures

The correct development of structures from the cervical and upper thoracic axial level
necessitates proper control of Hoxa5 gene expression. To define the mechanisms involved,
we have refined our analysis of the MES region. In addition to direct expression in the
skeleton at this axial level, the MES sequence encloses DNA elements in its 3' half able to
target transgene expression in the limb buds and in the urogenital and intestinal tracts (Fig.
2.1). Although the present work did not focus on the delimitation of these tissue-specific
elements, insights can be gained from our deletion analysis. For instance, gut expression
seems to result from the equilibrium between positive and negative sequences, located
between the Avrll (+4.28 kb) and Eco47111 (+4.44 kb), and the Eco47111 (+4.44 kb) and
HindIll (+4.93 kb) restriction sites, respectively. Additional cis-acting sequences located in
the proximity of the Hoxa4 gene are also required for gut expression suggesting the
coordinated action of several regulatory elements (42). As for the urogenital tract, we can
infer that a combination of DNA elements, including the AvEc-164 bp fragment, is
required for expression in this organ system. Control of limb bud expression also implicates
interspersed elements in the Xhol (+4.04 kb) and HindIIl (+4.93 kb) region. Our analysis
clearly demonstrates that coordination between several cis-acting regulatory elements is
needed to fully reproduce the correct spatial and temporal Hoxa5 gene profile. Further work

will be needed to finely map these additional regulatory sequences.

Positioning of Hoxa5 posterior boundary depends on MES sequences
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Definition of adequate boundaries is indispensable for proper Hox gene action. The
functional limits of Hoxa3, as delineated by the axial skeletal phenotype of Hoxa5 mutant
mice, are restricted to the pv3-10 region (2, 29). Specific expression in this domain can be
driven by the 892 bp Xhol-Hindlll DNA fragment (constructs 6 and 7; Figs. 2.1, 2.2).
Posterior restriction at the pv10 level is further delimitated by the AvEc-164 bp fragment,
enclosed within the Xhol-HindIll fragment, that acts as a repressor. We have shown that the
pv3-10 region corresponds to the specific expression domain of the 1.8 kb transcript (36).
This transcript is also the sole Hoxa5 transcript expressed in the mesenchyme of several
structures affected by the mutation at this axial level, such as the respiratory tract, the
thyroid gland and the pectoral girdle (1, 2, 6, 40). As this transcript is likely to encode the
functional form of the Hoxa5 gene, its expression domain must be tightly regulated. The
transgenes used in the present study reflect the regulation of the proximal promoter from
which the 1.8 kb transcript is produced as the distal promoter, residing in the vicinity of the
Hoxa7 gene and responsible for the transcription of the larger forms, is not included in the
constructs (Y. Coulombe and L. Jeannotte, unpublished data). Consequently, this approach
provides us with a useful means to elucidate the regulatory mechanisms governing Hoxas

regional expression in its functional domain.

As proposed by Kmita and Duboule (31), axial patterning relies upon a given partition of
Hox functional domains along the developing anterior-posterior axis. The concept of
posterior prevalence states that posteriorily expressed Hox genes functionally prevail over
more anterior genes. Hence, the functional readout of the Hox overlapping transcription
domains may reflect the prominent function of the most caudal Hox protein produced in a
particular region (16). Several strategies may be envisaged to explain the suppressive
mechanism by which a posterior Hox gene imposes its functional dominance (31). In the
present case, a transcription-based partition of Hoxa5 gene function may account for the
restriction of the functional domain to the pv3-10 area. Thus, the control provided by the
AvEc-164 bp fragment could be an important regulatory event in cervicothoracic axial
specification through the constraint of Hoxa5 expression domain. The Hoxb5 gene also
displays a pattern of expression that represents the sum of multiple Hoxb5 transcripts (34).
The Hoxb5 mutation exerts its effect in the anterior-most expression domain of the gene, a

region where the Hoxb5 protein is specifically found (51, 53). One may speculate that the
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Hoxb5 gene expression is transcriptionally regulated similarly to its paralog Hoxa5 and that
the Hoxb5 protein expression domain reflects the distribution of the Hoxb5 major
transcript. On the other hand, post-transcriptional events whereby a Hox transcript is
selectively destabilized in posterior domain may be used to confine Hox gene expression as
demonstrated for the Hoxb4 gene (11). These strategies may co-exist, but we do not have
evidence that post-transcriptional control occurs in Hoxa3 spatial regulation (S. Tabaries
and L. Jeannotte, unpublished data). While much emphasis was given to the regulation of
the establishment and maintenance of the anterior boundary of expression (e.g. 17, 22, 32,

46), our present work underscores the importance of defining posterior boundaries as well.
Cdx gene products participate in the restriction of Hox gene expression

caudal-related genes are involved in anterior-posterior patterning by regulating members
of the Hox gene family in various species (13, 18, 26, 28, 41, 58). Our demonstration that
Cdx proteins physically interact with Hoxa$ regulatory sequences and that they likely
participate in the definition of Hoxa5 functional domain further confirms the importance of
Cdx genes in axial patterning via Hox gene regulation. While Cdx proteins are mainly
recognized for their role as positive regulators of Hox gene expression (13, 58, 62), our data
show that murine Cdx proteins may also act to restrict Hox gene expression. This was also
shown to be the case in Drosophila where caudal acts as a repressor of the Abd-B homeotic
gene during analia structure formation (43). Moreover, the fact that Xcad overexpression in
Xenopus embryos leads to the repression of anterior Hox genes while posterior Hox genes
exhibit more anterior expression substantiates the notion of a repressive function for Cdx
proteins (19, 28). Taken together, these data suggest that caudal-related gene products
possess a dual function of posterior-promoting/anterior-suppressing activity of HHox gene
expression, as proposed by Isaacs and coll. (28). This dual role would allow Cdx proteins to
modulate differentially the expression of subsets of Hox genes resulting in the definition of
specific Hox functional domains that in turn would set up the correct posterior development
of the organism. For Hoxal, the binding of Cdx proteins to the AvEc-164 bp fragment
would preclude its action posterior to the pv10 limit. However, Hoxa5 posterior restriction
also depends on other regulators since the mutation of both Cdx binding sites do not result

in a gain of posterior expression of the transgene that was as strong and as distal as that
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obtained for some of the deletions tested (construct 12 versus constructs 4, 5 or 8; Fig.
2.2D, E, H, L). Recent data also support the notion that additional sequences located in the
3' extremity of the MES region may cooperate with the AvEc-164 bp fragment in Hoxal
regional expression (S. Tabaries and L. Jeannotte, unpublished data). Finally, as Cdx
proteins may act as an intermediate of retinoic acid, Wnt and Fibroblast growth factors
(38), it remains to be defined if these signaling molecules impinge on the correct setting of

Hoxa3 functional boundaries via Cdx transduction.

Despite the fact that the three murine Cdx proteins possess the ability to bind in vitro the
Hoxa5 AvEc-164 bp fragment, Cdx4 emerges as the potential in vivo trans-acting factor in
Hoxal regulation. Cdx4 protein was also shown to regulate Hoxb8 expression (13). Cdx1
and Cdx2 proteins can likely be excluded from Hoxa5 regulation based on biochemical and
genetic evidence. The absence of modification of the Hoxa5 expression pattern along the
prevertebral column of single or compound Cdx/ and Cdx2 mutants was unanticipated
considering that the homeotic transformations observed in Cdx mutants encompass the
functional domain of Hoxa5. However, although similarities exist between some of the
skeletal transformations seen in Hoxa5 and Cdx mutants, most of the vertebrae affected do
not display the same type of transformation. For instance, the predominant homeotic defect
observed in Hoxa5 mutant mice is the posteriorization of the 7" cervical vertebra (C7) into
a thoracic one. In contrast in Cdx mutants, C7 adopts a C6 identity (2, 14, 29, 58, 62).
Moreover in Cdx2 heterozygous specimens, we cannot exclude the possibility that enough
Cdx2 protein remains to insure proper Hoxa5 regulation. Unfortunately, to our knowledge,
no Cdx4 mutant mouse line is available to genetically address the importance of Cdx4 in

Hoxab gene regulation.

The three Cdx proteins are expressed in the embryo following a gradient with a posterior
maximum (38). Of these, Cdx4 is the most posteriorily expressed and its expression ceases
at E10.5 (20). Construct 1 and its derivatives do not reproduce the temporal expression
pattern of the Hoxa$ endogenous gene as they direct expression in a narrow time frame
from E11 to E13 (64; J. Lapointe and L. Jeannotte, unpublished data). Therefore, the X-gal
staining pattern observed in E12.5 FO transgenic embryos is likely due to an earlier

regulatory event directed by Cdx4. Indeed, in vivo detection of Cdx4 protein binding
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occurred with E9.5 embryo extract but not with specimens from older ages. Altogether, this
suggests that Cdx4 may be involved in the establishment of the correct Hoxa5 posterior

boundary at the upper thoracic level.

In summary, our work gives insights into the mechanisms by which Cdx proteins, most
likely Cdx4, directly participate to the posterior delimitation of the Hoxa5 functional
domain. The data favour the view that a transcription-based partition of Hox gene function
might be a strategy in the establishment of the posterior prevalence in the specification of

the cervical-upper thoracic axial level.
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PRESENTATION

Chez les vertébrés, le concept de prévalence postérieure a été émis pour expliquer le
fait que lorsqu’une protéine, encodée par un géne exprimé plus postérieurement le long de
I’axe AP, est exprimée ectopiquement dans des domaines plus antérieurs, ces domaines se
trouvent transformés et présentent des caractéristiques plus postérieures. Cependant, quand
des geénes normalement exprimés dans des régions antérieures sont exprimés dans des
domaines plus postérieurs, aucune transformation d’antériorisation n’est observée au
niveau du domaine d’expression ectopique (Duboule et Morata, 1994). Aucune

démonstration expérimentale de cette prévalence postérieure n’a €té rapportée.

Dans le chapitre précédent, nous avons identifié une séquence de 164 pb incluse
dans le MES et participant a la définition de la position de la frontiere postérieure du
domaine d’expression des transgenes HoxaS/lacZ au niveau de pv10 (Tabaries et al., 2005).

Dans le chapitre 3, nous présentons la poursuite de notre caractérisation du MES.

Pour ce faire, nous avons a nouveau utilisé une approche de transgenése. Nous
avons ainsi pu démontrer que la délétion des sites de liaison pour les protéines Cdx ne
suffisait pas pour reproduire I’impact de la délétion compléte du fragment AvEc-164 pb.
Ceci suggere ’action d’autres facteurs pouvant lier le fragment AvEc-164 pb. Une analyse
bioinformatique (TRANSFAC) a révélé la présence d’un site potentiel de liaison pour les

protéines Hox.

Des études de retard sur gel réalisées avec des protéines Hox de souris produites in
vitro ont permis de démontrer la liaison, sur la séquence Oligol, de protéines Hox
orthologues a la protéine AbdB de drosophile. Or ces protéines sont exprimées par des
geénes exprimés dans des parties postérieures de I’embryon soulevant ainsi la possibilité
d’un mécanisme de répression de ’expression d’un géne Hox antérieur par le produit des
genes Hox plus postérieurs, appuyant ainsi la notion de prévalence postérieure (Duboule et

Morata, 1994).

Afin de déterminer quelle protéine Hox serait impliquée dans la régulation spatiale

du geéne Hoxa5, nous avons vérifié quelles protéines Hox étaient présentes dans des extraits
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embryonnaires et si elles pouvaient lier de fagon spécifique le fragment AvEc-164 pb. Nous
avons ainsi identifi¢ la protéine Hoxb9 comme candidate potentielle pouvant médier
I’activité répressive du fragment AvEc-164 pb sur ’expression des transgénes Hoxas/lacZ
dans les régions postérieures a pv10. Par ailleurs, cette étude s’avére étre une premiére

démonstration d’un mécanisme moléculaire appuyant le concept de prévalence postérieure.

Nous avons aussi mis en évidence l’existence d’une séquence d’ADN située a
I’extrémité 3’ du MES. Ce fragment de 331 pb, appelé PsHi-331 pb, est une séquence
activatrice qui nécessite la liaison d’un facteur de transcription, qui reste encore a étre
défini, & un motif de 16 pb contenant une séquence pouvant étre reconnue par un facteur a

domaine homéo.

7

Dans le cadre de cette étude, Marcelle Carter a procédé a la microinjection des
différentes constructions utilisées pour la transgénése. Pour ma part, j’ai généré ces
constructions et réalisé les études de retard sur gel. La rédaction du manuscrit a été réalisée

conjointement avec le Dr Jeannotte.
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ABSTRACT

Hox gene functions are intimately linked to the correct developmental expression of the
genes. In the laboratory, we are studying the Hoxa5 gene, which plays a crucial role in axial
patterning and in organogenesis. The MES, a mesodermal enhancer sequence located
downstream of HoxaJ5 coding sequences, which targets transgene expression in mesodermal
derivatives at the cervico-upper thoracic level, contains at least two regulatory sequences,
identified as the AvEc-164 bp and the PsHi-331 bp fragments. The AvEc-164 bp sequence
is necessary for the correct Hoxa5 expression between prevertebra 3 and 10. In the present
study, we demonstrate that Hox protein orthologs to the Drosophila AbdB protein
specifically interact with the AvEc-164 bp sequence supporting the concept of posterior
prevalence. The PsHi-331 bp DNA fragment participates in MES activity via the binding of
a homeodomain-containing protein to a 16 bp motif. Our analysis clearly demonstrates that
coordination between several cis-acting regulatory elements is needed to fully reproduce

the correct spatial Hoxa5 gene profile.
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INTRODUCTION

The Hox genes, an evolutionarily conserved gene family first described in Drosphila, are
master regulators involved in specifying positional information along the anterior-posterior
(AP) axis of diverse organisms (Lewis, 1978; Krumlauf, 1994). In vertebrates, these
homeodomain-containing transcription factors are organized in four clusters, HoxA to
HoxD (Krumlauf, 1994). The genomic organization of the Hox genes has been conserved
throughout evolution and is fundamental for the precise spatio-temporal regulation and
function of each gene (Garcia-Fernandez, 2005). It reflects the colinear relationship
existing between the position occupied by each Hox gene on the chromosome, the
expression domain along the embryonic axes, and the temporal onset: the Hox genes
located at the 3’ extremity of the clusters are expressed earlier and in more anterior regions
of the embryo than the genes located at the 5 end of the clusters (Duboule and Morata,
1994; Kmita and Duboule, 2003). As a result, Hox gene expression domains are both
spatially restricted and overlapping, extending from specific anterior boundaries down to
the caudal end of the embryo. Axial patterning was proposed to be established by the
combination of Hox genes expressed at a specific axial level, referred to the ‘Hox code’
(Kessel and Gruss, 1991). However, mutational analyses of Hox genes in mice have shown
that their domains of action are mainly restricted to the anterior-most region of their
expression domain (Stein et al., 1996; Aubin and Jeannotte, 2001), suggesting that at a
given axial level, the information was mainly provided by the most posterior acting Hox
gene, a phenomenon termed ‘posterior prevalence’ (Duboule, 1991; Bachiller et al., 1994;
Duboule and Morata, 1994). In vertebrates, this concept was put forward to explain the lack
of phenotype when Hox genes are ectopically expressed in regions anterior to their
endogenous expression domain (Duboule and Morata, 1994). How posterior prevalence is
achieved remains poorly understood. Possible explanations include that posterior Hox
genes would determine posterior body patterns by repressing target genes activated by
more anterior Hox genes or by binding more efficiently to shared sets of target genes

(Lamka et al., 1992; Duboule and Morata, 1994; Capovilla and Botas, 1998).

A better comprehension of the controls governing Hox gene expression is needed to
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decipher the mechanistic basis responsible for Hox gene function in axial patterning.
Knowledge of the regulatory mechanisms involved in mammalian Hox gene expression
mainly comes from transgenic mice studies. Hox gene regulation is thought to be achieved
by a combination of strategies involving: (i) chromatin remodeling (Chambeyron and
Bickmore, 2004); (ii) global enhancer sequences located outside the cluster and acting in a
relatively promoter-unspecific manner (Kondo and Duboule, 1999; Kmita et al., 2002;
Spitz et al., 2003); and (iit) integrated regulation of neighbouring genes through the
sharing, the competition and/or the selective use of defined local cis-acting sequences
(Gould et al., 1997; Sharpe et al., 1998; Kmita and Duboule, 2003). The endogenous
expression pattern of some Hox genes can be recapitulated partly or entirely upon random
integration in the genome of transgenes containing their DNA regulatory elements (Zakany
et al., 1988; Tuggle et al., 1990; Behringer et al., 1993; Popperl et al., 1995; Bradshaw et
al., 1996; Sharpe et al., 1998; Larochelle et al., 1999; Nowling et al., 1999; Oosterveen et
al., 2003). The common emerging picture is that the expression pattern of individual Hox
gene is generated by the positional information transduced by transcriptional factors
interacting with a combination of both positive and negative cis-acting sequences to restrict
the enhancer activities to a defined domain with specific expression boundaries (Studer et
al., 1994; Gérard et al., 1996; Morrison et al., 1997). Among the upstream factors identified
so far, the caudal-related family members have emerged as key regulators since Cdx
proteins are able to convey positional information to Hox genes (Shashikant et al., 1995;
Subramanian et al., 1995; Pownall et al., 1996; Chawengsaksophak et al., 1997; Epstein et
al., 1997; Charité et al., 1998; Papenbrock et al., 1998; Lohnes, 2003; Deschamps and van
Nes, 2005). Hox proteins themselves have also been reported as regulators of their own
expression or that of other Hox genes (Maconochie et al., 1997; Gavalas et al., 1998; Gould

et al.,, 1998; Studer et al., 1998; Manzanares et al., 2001).

To fully understand the regulatory events governing Hox gene expression, we are
examining the Hoxa’ gene. This gene provides a good model because of its central location
in the HoxA cluster and its crucial role during embryogenesis as its loss-of-function
mutation affects a well-defined subset of structures mainly located at the cervico-thoracic
level (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1998; Larochelle et al., 1999).

In the developing embryo, Hoxa5 is expressed in the neural tube caudal to the posterior

136



myelencephalon, in the axial skeleton up to the level of prevertebra (pv) 3 and in the
mesenchymal component of several organs, including the trachea, the lung, the stomach,
the intestine and the kidneys (Dony and Gruss, 1987; Gaunt et al., 1990; Aubin et al., 1997,
Aubin et al., 1998; Aubin et al., 1999; Aubin et al., 2002a). Aside from morphological
defects in foregut derivatives and mammary glands, (Aubin et al., 1997; Aubin et al.,
2002a; Meunier et al., 2003; Garin et al., 2006), the targeted disruption of the Hoxa’ gene
perturbs axial skeleton identity in a region confined to the anterior-most region of the
Hoxa5 domain of expression along the prevertebral axis between pv3 and pv10 (Jeannotte
et al., 1993; Aubin et al., 1998). Four transcripts of 1.8, 5.0, 9.5 and 11 kb in length
encompassing Hoxa5 coding sequences originate from the use of different promoters and
alternative splicing (Jeannotte et al., 1993; Y. Coulombe and L. Jeannotte, unpublished

data).

The presence of complex and overlapping transcriptional units at the Hoxa’ locus
implies dispersed and shared regulatory regions in the cluster. Moreover, Hox gene
function is intimately linked to its correct developmental regulation as illustrated by the
homeotic transformations observed when Hox cis-acting regulatory elements are mutated
(Gérard et al., 1996; Dupé et al., 1997, Zakany et al., 1997). This prompted us to
characterize the regulatory elements directing Hoxa5 developmental expression. Using a
transgenic approach, we have demonstrated that an 11 kb genomic fragment, located
between positions -3.8 kb and +7.3 kb, can recapitulate the temporal expression and
substantially reproduce the spatial pattern of the Hoxa5 1.8 kb transcript (Larochelle et al.,
1999). Deletion analyses have revealed several cis-acting DNA control elements, including
a 604 bp brachial spinal cord enhancer (BSC) in 5' flanking sequences (Tuggle et al., 1990;
Nowling et al., 1999), and a 2.08 kb mesodermal enhancer sequence (MES) downstream of
Hoxa5 coding sequences, the latter being essential for paraxial and lateral plate mesoderm
expression in the cervical and upper thoracic region (Larochelle et al., 1999). This MES
contains DNA elements that limit the Hoxa5 regional specific expression domain along the
AP axis, including a 164 bp DNA sequence (AvEc-164 bp) that binds Cdx proteins to
correctly position the Hoxa5 expression domain (Tabaries et al., 2005). Additional
regulatory sequences involved in Hoxa5 lung and gut expression have also been identified

near the Hoxa4 gene (Moreau and Jeannotte, 2002). In pursuing the characterization of the
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MES sequence, we now present evidence that Hox co-regulation participates to caudally
restrict Hoxa5 expression by binding the AvEc-164 bp sequence. A 331 bp Pstl-Hindl11
fragment possessing enhancer activity is also contributing to the MES activity for the

establishment of the specific Hoxa5 expression domain along the AP axis.

MATERIALS AND METHODS

Construction of Hoxa5/lacZ transgenes

All constructs have been derived from construct 9 (pLJ133) described in Larochelle et
al. (1999). Briefly, pLJ133 contains the bacterial /acZ gene inserted into the Sacl site of the
first exon of the Hoxa5 gene, allowing translation of the /acZ open reading frame from the
Hoxa5 AUG. This construct was digested with HindIII to remove a 2.08 kb fragment from
+2.85 kb to +4.93 kb and self-ligated to produce an intermediate construct (pL.J143; not
shown), containing a continuous Xhol-Hindlll Hoxa5 genomic fragment extending from —
235 bp to +2.85 kb that does not direct 3-galactosidase expression, as previously shown
(Zakany et al., 1988). Construct 1 was obtained by deleting the Oligol sequence from
pLJ133 via a PCR strategy using the synthetic oligonucleotide primers Sc162 and Sc163
(Table 3.1) containing the appropriate deletion (Wang and Malcolm, 1999). All introduced
mutations were subsequently validated by sequencing. Insertion of the Pstl-Hindlll
fragment referred to as PsHi-331 bp (from +4.60 kb to +4.93 kb) from construct 1 at the
Hindlll site (+2.85 kb) of pLJ143 resulted in construct 2. Construct 3 was derived from
construct 8 in Tabariés et al. (2005) by deleting the PsHi-331 bp fragment. Addition of the
Accl-Xhol fragment (from -1480 bp to -235 bp) at the Xhol site (-235 bp) of construct 3
resulted in construct 4. This construct contained the BSC element previously reported by
Tuggle et al. (1990). Nucleotide substitutions in the identified Cdx binding sites used in
Tabariés et al. (2005) were introduced into the 2.08 kb HindIll fragment extending from
+2.85 kb to +4.93 kb. The plasmids containing the desired mutations were digested with
Pstl to remove the PsHi-331 bp DNA fragment and self-ligated. The resulting plasmid was
digested with HindIll, and the fragment was subcloned into the HindllIl site (+2.85 kb) of
pLJ143 to obtain construct 5. Deletion of the last 104 bp (from +4.83 kb to +4.93 kb)



Table 3.1: Oligonucleotide sequences

Primer name

Primer sequence

Sc33

5-CCTAGGAGGTACTCTGCTGT-3'

Sc35 5-AGCGCTTTAACCCCTTTCAA-3'

Sc124 5'-CCAACTGCAGACAAATTCTCTC-3'

Scl25 5-"ATATGCGGCCGCAATCTCCTACTGACAAAGGGG-3'
Scl26 5'-“ATATCTGCAGTCCTCTTCTCTTTTGTTATTTGTT-3'

Scl127 S“ATATGCGGCCGCAAGCTTGGCTTAAGCACATGG-3'

Scl138 5S-ATATAAGCTTATGTGTCAAGAAAAAC-3'

Sc139 5'-CACAAAGCTTCATAAAGGGTACTTTA-3'

Sc140 S“ATATAAGCTTGGAAAACATAGATTATG-3'

Scl41 5'“CACAAAGCTTAAAACAGTCTCCAAGATT-3'

Scl62 5'-GTTCTCACCAGCCTGTGAGTCTTTAACTTTAGTCTTTGAATC-3'
Scl163 5-GATTCAAAGACTAAAGTTAAAGACTCACAGGCTGGTGAGAAC-3'
Oligo-34 bp S-TCCTCTTCTCTTTTGTTATTTGTTCTTTCTGTTT-3'
Oligo-33 bp 5-GATCCCAGGAAATTTACATAATCTATGTTTTCC-3'

Oligo-33 bp (mutl)

S-ACCTGTGTGAAATTTACATAATCTATGTTTTCC-3'

Oligo-33 bp (mut2)

5-GATCCCAGATTCGGGCCATAATCTATGTTTTCC-3"

Oligo-33 bp (mut 3)

5-GATCCCAGGAAATTTAAGCCGCTCATGTTTTCC-3'

Oligo-33 bp (mut4)

5-GATCCCAGGAAATTTACATAATCTGCACCGGTA-3'

Oligo-16 bp

5-GAAATTTACATAATCT-3'

SIF1

5'-GTGCAATAAAACTTTATGAGTAA-3’

Nucleotide substitutions are underlined.
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located in the 3’ part of the PsHi-331 bp fragment or the 16 bp sequence (described in
figure 3.6) from construct 2 resulted in constructs 6 and 7, respectively. All constructs
described in the present study were made in pBluescript SKII+ (Stratagene) and purified

following a cesium chloride centrifugation.
Production and genotyping of transgenic mice

All experiments were performed according to the guidelines of the Canadian Council on
Animal Care and approved by the institutional animal care committee. The HoxaS/lacZ
sequences from all constructs were isolated using a Kpnl-Norl digestion to remove vector
sequences and they were purified on agarose gel. They were then injected into the pronuclei
of fertilized eggs derived from (C57BL/6 x CBA) F1 hybrid intercrosses following
standard procedures (Hogan et al., 1994). Transgenic founder embryos were recovered
from foster mothers at day 12.5 of gestation (E12.5), genotyped by Southern analysis of
yolk sac DNA using a lacZ specific probe to verify the integrity of the microinjected
construct, and analyzed for /lacZ expression by [B-galactosidase staining as previously

described (Larochelle et al., 1999).
Electrophoretic mobility shift assays

The expression vectors pSGS-Cdxl, pSGS5-Cdx2, pSG5-Cdx4, pCMV-Hoxb4,
pBluescript-Hoxd4, pSGS-Hoxa5, pET28a-Hoxa7, pET28b-Hoxb8, pET28b-Hoxa9,
pET28b-Hoxb9, pSG5-Hoxd9, pSG5-Hoxdl10, pET28a-Hoxall, pSG5-Hoxdll, pET28a-
Hoxdl2, pSGS5-Pbxla, pSG5-Pbxlb, pET28b-Meisia, pET28b-Meislb and the TnT7
Quick coupled transcription/translation system (Promega Corporation) were used to
produce in vitro each of the proteins that were then analyzed by SDS-PAGE gel
electrophoresis and directly assayed for electrophoretic mobility shift assay (EMSA) as
described previously (Tabaries et al., 2005). The AvEc-164 bp, AvEc-164 bp A(HoxBS)
and AvEc-164 bp A(HoxBS+Oligol) fragments were obtained by PCR reaction from
plasmids carrying the MES sequence containing the appropriate deletion (pLJ122, pLJ409
and pLJ410, respectively) with the Sc33 and Sc35 primers (Table 3.1) end-labelled with T4

polynucleotide kinase and used in the EMSA reactions.
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Various EMSA probes were obtained by PCR from pLJ122 using end-labelled primers
(Table 3.1). They include (i) the PsHi-331 bp fragment with the primers Sc124 and Sc127,
(ii) the 5' half of PsHi-331 bp fragment from nucleotides 1 to 160 using primers Sc124 and
Sc125, (iii) the 3" half of PsHi-331 bp fragment from nucleotides 161 to 331 using primers
Sc126 and Scl27, (iv) the first third (PsHiA-115 bp) of PsHi-331 bp from nucleotide 1 to
115 using primers Sc124 and Sc138, (v) the second third (PsHiB-112 bp) of PsHi-331 bp
from nucleotides 116 to 227 using primers Sc139 and Sc140, (vi) the last third (PsHiC-104
bp) of PsHi-331 bp from nucleotides 228 to 331 using primers Sc141 and Sc127, (vii) the
overlapping 67 bp sequence (from nucleotides 161 to 227) between the 3’ half and the
PsHiB-112 bp wusing primers Scl26 and Scl40. Double-stranded end-labelled
oligonucleotides covering (i) the 5° half of the 67 bp (oligo-34 bp, Table 3.1) from
nucleotides 161 to 194 and (ii) the 3” half of the 67 bp sequence (Oligo-33 bp, Table 3.1)
from nucleotides 195 to 227 encompassing protein binding site were also tested. We
focused on the Oligo-33 bp sequence that showed protein binding activity and EMSAs
were performed with double-stranded end labelled oligonucleotides harbouring various
mutations of the Oligo-33 bp, named Oligo-33 bp (mutl) to Oligo-33 bp (mut4), as well as
Oligo-16 bp (Table 3.1). These EMSA probes were tested for protein binding using E9.5
whole cell extracts prepared as described in Charité et al., 1998. Binding reactions were
done as previously described (Tabariés et al., 2005). The specificity of protein binding was
assessed by addition of 100-fold excess of unlabeled probe prior to that of the radiolabeled
probe. A 23 bp doubled-stranded DNA fragment of the sucrase-isomaltase promoter, SIF1
(Table 3.1), that contains two sequences interacting with the Cdx2 protein, was used as an

unrelated competitor (Suh et al., 1994).

Supershift assays were done as previously described (Tabaries et al., 2005) using anti-
Hoxa9 (Upsate), anti-Hoxb9 (Aviva), anti-Hoxd10 (Santa Cruz) or anti-Hoxd12 antibodies

(Imgenex).

RESULTS
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Distinct MES regulatory sequences mediate Hoxa5/lacZ regional expression

The MES enhancer region was shown to target transgene expression in the prevertebral
column between pv3 and pv10, with a stronger signal in the pv3-pv6 region (Larochelle et
al., 1999; Tabaries et al., 2005). Pursuing the characterization of this enhancer sequence,
we have reported a 164 bp fragment, named AvEc-164 bp, acting as a repressor in the
caudal part of the embryo to define the posterior boundary of transgene expression at the
level of pv10. Cdx proteins were shown to interact specifically with two Cdx binding sites
enclosed in a 25 bp sequence, named Oligo1, and this binding was shown to be involved in

the repressive effect of the AvEc-164 bp fragment (Tabaries et al., 2005).

To gain further insight into the MES, deletions were made to delineate the DNA
elements enclosed and they were tested in E12.5 FO transgenic embryos. Deleting the
Oligol sequence (construct 1; Figs 3.1B, 3.2A) resulted in a pattern similar to that observed
when the two Cdx binding sites were mutated with a loss of the posterior boundary at the
level of pv10. However, the effect was less important than the one observed with the
complete deletion of the 164 bp fragment in which the expression domain extended to the
caudal part of the embryo (referred to construct 8 in Tabariés et al., 2005). This result
suggested that other DNA elements from the AvEc-164 bp fragment may be involved in the

posterior restriction of the Hoxa5 expression domain.
Hox gene products bind in vitro to the Avrll-Eco47111 164 bp fragment

To identify the other critical sequences from the AvEc-164 bp sequence involved in
axial regional specification, we searched for binding sites of known trans-acting factors
that could transduce positional information to Hox genes. By sequence comparison with
TFsearch database (http://molsunl.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html), we found
one potential site with a high homology to the consensus binding site for the AbdB
homeotic gene product (Fig. 3.3B). To establish whether Hox proteins can bind the AvEc-
164 bp fragment, we performed EMSA with murine Hox proteins from different paralogous
groups produced in vitro (Fig. 3.3C). Among these proteins, Hoxa9, Hoxb9, Hoxd9,
Hoxd10, Hoxd11 and Hoxd12, orthologs to the Drosophila AbdB protein formed binding
complexes with the AvEc-164 bp fragment (Fig. 3.3C, lanes 9, 11, 13, 15, 19, and 21).
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Specificity of binding was confirmed by competition studies with a 100-fold excess of
unlabeled probe that resulted in a reduction of protein binding (Fig. 3.3C, lanes 10, 12, 14,
16, 20 and 22). No binding was observed with Hoxd4, Hoxa5, Hoxa7 and Hoxall
indicating the specificity of binding to defined AbdB-like murine Hox proteins (Fig. 3.3C,
lanes 3, 5, 7 and 17). To delineate the DNA element that bind these Hox proteins, EMSAs
were performed with versions of the AvEc-164 bp fragment carrying mutations of the
AbdB binding site (AvEc-164 bpA(HoxBS)) or of both the AbdB binding site and the
Oligol sequence (AvEc-164 bpA(HoxBS+0Oligol)). These experiments revealed that the
binding did not occur at the Hox binding site found by TRANSFAC analysis but occurred
within the Oligol sequence. This was confirmed by EMSA with the Oligolsequence
carrying wild-type or mutated Cdx binding sites, which demonstrated that Hox proteins
bound specifically to the Oligol sequence via the Cdx binding sites (Fig 3.4A, B, lanes 3-6,
8-12 and 15-17). While nucleotide substitutions in site 1 (mutl) or in site 2 (mut2) did not
alter the binding of the Hox proteins to Oligol (not shown), their combined mutations in
Oligol (Oligol mutl,2) abolished the formation of specific binding complexes (Fig. 3.4B,
lanes 20-22; Tabari¢s et al., 2005). Thus, proteins from AbdB-like more posterior groups
could affect Hoxa3 gene expression domain, a result in agreement with the concept of
posterior prevalence. Indeed, the AvEc-164 bp fragment acted as a repressor of the Hoxal
gene expression posteriorily to pv10. Moreover, only Hox proteins expressed posteriorly to
pv10 were able to bind specifically the AvEc-164 bp sequence suggesting that this binding
resulted in the repression of the Hoxa5 gene in the domains of the posteriorly expressed

Hox genes.

To establish the functional significance of the Hox protein binding, we performed
supershift assays using E9.5 embryo protein extracts and the AvEc-164 bp as probe (Fig.
3.5). Several proteins present in the extract were able to bind the AvEc-164 bp fragment
(Fig 3.5, lane 10). To test if the E9.5 embryo protein complexes that bound the AvEc-164
bp sequence contained Hox proteins, supershift EMSAs were performed using E9.5 embryo
protein extracts, AvEc-164 bp and Hox specific antibodies (Fig. 3.5, lanes 11-14). The
specificity of each antibody was assessed by EMSA with the different Hox proteins
produced in vitro, as shown for the anti-Hoxb9 antibody (Fig. 3.5, lanes 4, 6 and 8; data not
shown). While addition of the anti-Hoxa9, anti-Hoxd10 or anti-Hoxd12 antibodies to the
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embryo protein extract-AvEc-164 bp reaction did not modify the pattern of bands (Fig. 3.5,
lanes 11, 13 and 14), addition of the anti-Hoxb9 antibody to the embryo protein extract-
Oligo] reaction led to a near-complete loss of the AvEc-164 bp-Hoxb9 complex (Fig. 3.5,
lane 12). Taken together, these results demonstrated that the Hoxb9 protein is present in
E9.5 embryo protein extract and can bind specifically to the Oligol sequence. Thus, Hoxb9
appears as a potential regulator for the correct positioning of the posterior boundary of

Hoxa5 expression in the upper thoracic region along the axial skeleton.
The PsHi-331 bp fragment participates to the MES enhancer activity

We have previously shown that the removal of the PsHi-331 bp located at the 3’end of
the MES caused a loss of expression in the mesenchymal condensations of the developing
limb buds (Tabariés et al., 2005). To further define the contribution of the PsHi-331 bp
fragment to the MES activity, a construct carrying this DNA sequence in 3’ of a
Hoxa5/lacZ minimal construct was designed (construct 2; Fig. 3.1B). This HoxaS/lacZ
minimal vector included 3.09 kb of Hoxa5 genomic sequences from -235 bp to +2.85 kb
that on its own cannot direct transgene expression (Zakany et al., 1988). Construct 2 drove
3-galactosidase expression in the cervical region of the prevertebral column with a well-
established posterior limit in the upper thoracic region at the level of pv10 (Fig. 3.2B). This
result suggested that the PsHi-331 bp possessed enhancer properties since this sequence
was able to direct region-specific expression on its own in the context of the proximal

Hoxab promoter and thus may contribute to the MES enhancer activity.

To determine if the AvEc-164 bp and the PsHi-331 bp fragments work together to drive
the region-specific expression of Hoxa5, both elements were deleted. This resulted in a loss
of X-gal staining along the AP axis similar to what was observed for the deletion of the
AvEc-164 bp (construct 3, Figs. 3.1B, 3.2C; Tabariés et al., 2005). When a Accl-Xhol
fragment containing the BSC regulatory element was added, expression was detected in the
brachial spinal chord as expected and the staining in the prevertebral column was
comparable to the staining obtained with the deletion of the AvEc-164 bp (construct 4, Figs
3.1B; 3.2D; Tabariés et al., 2005). The presence of a posterior boundary in some stained
embryos can be explained by the fact that these embryos were weak expressors. Taken

together, these results did not support a clear synergistic action between the two DNA
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fragments to specify the posterior boundary of the Hoxa5/lacZ transgene at the level of
pv10. In the same way, the PsHi-331 bp deletion coupled with the nucleotide substitution in
the Cdx binding sites presents in the Oligol sequence (construct 5; Figs 3.1B; 3.2E)
resulted in a loss of the posterior restriction, which was similar to that observed with the
Cdx mutations only (construct 12 in Tabariés et al.,, 2005) reinforcing the notion that
although the PsHi-331 bp fragment participated in the MES enhancer activity, there was no
cooperation with the AvEc-164 bp to define the posterior boundary of the Hoxa5

expression domain at the level of pv10.
Embryonic proteins bind to the PsHi-331 bp fragment

To define the sequences responsible for the enhancer activity of the PsHi-331 bp
fragment, we first investigated whether the PsHi-331 bp fragment contains binding sites for
known frans-acting factors. By sequence comparison with TFsearch database or
Transcription Element Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess), we
found binding sites for several putative Hox transcriptional regulators, including Cdx, Pbx
and other homeodomain-containing proteins (Fig. 3.6B). To establish whether proteins can
bind to the PsHi-331 bp fragment, Cdx, Pbxla, Pbx1b, Meisla and Meislb proteins were
produced in vitro and EMSAs were performed. However, no binding was observed (data
not shown). We repeated EMSA experiments with the PsHi-331 bp fragment using E9.5
embryo protein extracts (Fig. 3.6C). Binding complexes were detected (Fig. 3.6C, lane 2)
and further characterization of the specific interactions of proteins with each half and each
third of the PsHi-331 bp fragment revealed that embryonic proteins bound specifically to
the 3 half (not shown) and the second third of the fragment named PsHiB-112 bp (Fig.
3.6C, lane 6). Depending on the protein extract used, binding was sometimes detected on
the first third named PsHiA-115 bp (data not shown). No binding was observed on the last
third of the PsHi-331 bp sequence. Moreover, removal of this latter sequence from
construct 2 had no effect on the enhancer activity carried by the PsHi-331 bp fragment in
E12.5 FO Hoxa5/lacZ transgenic embryos and on its ability to drive lacZ expression in the
pv3-pv10 region (construct 6; Figs 3.1B, 3.2F). No stained transgenic embryo was obtained
with vectors carrying either the PsHiA-115 bp or the PsHiB-112 bp (data not shown).
Taken together, these results suggested that the activity of the PsHi-331 bp fragment is
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carried by the first two thirds of the PsHi-331 bp and that proteins can bind to a 67 bp
overlapping sequence between the 3’ half of PsHi-331 bp and PsHiB-112 bp.

To delineate the binding sequence in the 67 bp fragment, synthetic oligonucleotides
corresponding to each half of the 67 bp fragment were used in EMSAs experiments and
revealed that proteins bound specifically to the distal half named Oligo-33 bp (Fig. 3.6B-C,
lane 10). Synthetic oligonucleotides containing successive mutations of the Oligo-33 bp,
named Oligo-33 bp (mut 1), Oligo-33 bp (mut2), Oligo-33 bp (mut3) and Oligo-33 bp (mut
4) (Table 3.1), were tested in EMSAs. The loss of binding with Oligo-33 bp (mut2) and
Oligo-33 bp (mut 3) led us to identify a 16 bp double-stranded oligonucleotide, named
Oligo-16 bp that spans one putative Cdx consensus binding site, as the only target for
protein binding (Fig. 3.6C, lane 14). Footprint analysis confirmed that protein binding
occured to the Oligo-16 bp sequence (data not shown). Specificity of binding was
confirmed by competition studies with a 100-fold excess of unlabeled probe that resulted in
a substantial reduction of protein binding (Fig. 3.6C, lanes 3, 7, 11 and 15). Moreover,
addition of a 100-fold excess of an unrelated SIF1 primer did not compete (Fig. 3.6C, lanes
4, 8, 12 and 16). Taken together, these observations suggested that despite the presence of a
putative binding site for Cdx proteins, they were not involved in the binding to the Oligo-
16 bp sequence since SIF1 can not efficiently compete for the binding. Other
homeodomain-containing proteins may therefore be implicated in the binding to the oligo-
16 bp sequence. This was directly tested by EMSAs using Oligo-33 bp and Hoxa5, Hoxd9,
Hoxd10, Hoxd11 proteins, as well as Cdx, Pbxla and Pbx1b proteins produced in vifro.

However, no binding was observed with all these proteins (data not shown).

To further establish the functional significance of the Oligo-16 bp motif, E12.5 FO
Hoxa5/lacZ transgenic embryos were produced to assess the effect on transgene expression
of the deletion of the 16 bp sequence. Deletion of the Oligo-16 bp in construct 2 generated
construct 7 (Fig. 3.1B), and 1 stained embryo out of the 5 transgenic embryos obtained
presented an expression pattern similar to that observed with construct 2 (Figs. 3.1C, 3.2G).
Altogether, these results indicated that although E9.5 embryonic proteins could bind to a 16
bp motif enclosed in the PsHi-331 bp fragment, this motif did not seem essential for the

enhancer activity of the PsHi-331 bp fragment. The identity of the binding factor remains to
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be described.

DISCUSSION

To better define the mechanisms regulating Hoxa5 gene expression and involved in the
correct development of structures from the cervical and upper thoracic axial level, we have
pursued our analysis of the MES region. Coordination between several cis-acting
regulatory elements is needed to fully reproduce the correct spatial and temporal Hoxa5
gene profile (Tuggle et al., 1990; Larochelle et al., 1999; Nowling et al., 1999; Moreau and
Jeannotte, 2002; Tabariés et al., 2005). In addition to the MES, regulatory sequences
include the BSC sequence, which specifically drives Hoxa$ gene expression in the brachial
region of the spinal cord from E11.0 to E13.0, and the lung/gut sequence located in the

Hoxa4-Hoxa5 intergenic region.
Hoxb9 gene product binds to the AvEc-164 bp element

Definition of expression domain boundaries is necessary for proper Hox gene action.
The functional limits of Hoxa$, as delineated by the axial skeletal phenotype observed in
Hoxa5 mutant mice, are restricted to the pv3-pv10 region (Jeannotte et al., 1993; Aubin et
al., 1998). Posterior restriction at the pv10 level is further delimitated by the AvEc-164 bp
fragment, enclosed within the MES, that acts as a repressor in the caudal part of the embryo
(Tabaries et al., 2005). The pv3-pv10 region corresponds to the specific expression domain
of the 1.8 kb transcript, which is the sole Hoxa5 transcript expressed in the structures
affected by the mutation at this axial level, such as the respiratory tract, the thyroid gland
and the pectoral girdle (Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1998; Larochelle et al., 1999;
Aubin et al., 2002b; Meunier et al., 2003). As the 1.8 kb transcript is likely to encode the
functional form of the Hoxa5 gene, its expression domain must be tightly regulated. The
transgenic vectors used in our approach allow the regulation of the proximal promoter,
which is a useful tool to investigate the regulatory mechanisms governing Hoxa5 regional

expression in its functional domain.
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We have previously identified two functional Cdx binding sites in the AvEc-164 bp
fragment involved in the positioning of the posterior boundary of Hoxa5 gene expression
domain (Tabariés et al., 2005). Moreover, we have shown that Cdx4 specifically interacts
with these sites. Among the murine Cdx genes, Cdx4 is the most posteriorly expressed and
its expression ceases at E10.5 (Gamer and Wright, 1993). Therefore, the X-gal staining
pattern reported in E12.5 FO transgenic embryos is likely due to an earlier regulatory event
that may be directed by Cdx4. Indeed, in vivo detection of Cdx4 protein binding occurred
with E9.5 embryo extract but not with extracts from older specimens suggesting an
involvement of Cdx4 in the establishment of the correct Hoxa5 posterior boundary at the
upper thoracic level. Recently, the targeted inactivation of the murine Cdx4 gene did not
reveal homeotic transformation in mutants (van Nes et al., 2006). This result was
unanticipated based on our hypothesis that Cdx4 acts to restrict the Hoxa5 gene expression
domain. Indeed, an extension of the Hoxa5 expression domain should have resulted from
the Cdx4 inactivation and caused homeotic transformations in the domain where Hoxa5
would have been ectopically expressed. However, we can not exclude the possibility that
posterior fox genes prevail over ectopically-expressed Hoxa5 gene as stated by the concept
of posterior prevalence. Furthermore, no effect on the Hoxa5 expression pattern was
observed in E8.5 Cdx4 mutants (J. Deschamps and L. Jeannotte, unpublished data). These
new data suggest that Cdx4 may not play a preponderant role in Hoxa3 posterior restriction.
Though Cdx4 remains a putative regulator involved in Hoxa5 expression along the AP axis,
the possibility exists that other homeobox-containing factors may also participate to this

process.

In the present study, we demonstrated that Hox proteins produced in vitro can bind the
AvEc-164 bp repressive sequence restricting Hoxa5 gene expression caudally to pv10.
Interestingly, only proteins encoded by murine orthologs to the Drosophila AbdB gene can
do so (Fig. 3.3C). Among these, Hoxb9 emerges as the potential in vive trans-acting factor
in Hoxa5 regulation as it was present in embryo protein extracts. Interestingly, Hoxb9
protein recognizes the same two sites enclosed in the Oligol sequence as Cdx proteins.
From these results, it could be hypothesized that Cdx and Hox proteins cooperate or
compete for the binding to this sequence. Although, we have clearly demonstrated the

importance of the two Cdx binding sites from the Oligol sequence, the impact of the
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complete deletion of the AvEc-164 bp is more important than the one seen when the Oligol
sequence is absent, suggesting that other factors could act on the AvEc-164 bp sequence
(Figs 3.1B, 3.2A; Tabaries et al., 2005). In fact, other proteins specifically bind the AvEc-
164 bp fragment (Fig. 3.5, lane 6) suggesting the possible cooperation between several
factors for the establishment of the correct HoxaJ3 posterior boundary at the upper thoracic

level.
The posterior prevalence concept

It was proposed that axial patterning relies upon a given partition of Hox functional
domains along the developing AP axis (Kmita and Duboule, 2003). The concept of
posterior prevalence states that posteriorly expressed Hox genes functionally prevail over
more anterior genes (Duboule and Morata, 1994). This mecanism was put forward to
explain the fact that ectopic expression of Hox genes generally results in homeotic
transformations confined to region anterior to the normal expression domain of the
ectopically expressed gene (Gonzalez-Reyes and Morata, 1990; Mann and Hogness, 1990).
However, little is known concerning the way this posterior prevalence is achieved. Several
strategies may be envisaged to explain the suppressive mechanism by which a posterior
Hox gene imposes its functional dominance (Kmita and Duboule, 2003). For instance, it
has been hypothesized that the posterior prevalence reflects a gradation in the binding
activity of the Hox gene products, the posterior-expressed genes presenting a better
efficiency to bind to commune sets of target genes (LaRonde-LeBlanc and Wolberger,
2003). On the other hand, a competition could occur for the binding to shared co-factors

(Zhao and Potter, 2002).

The Hoxb9 binding to regulatory sequences of the Hoxa5 gene is in agreement with the
posterior prevalence concept. In fact, the Hoxb9 gene possesses an anterior boundary of
expression at the pvl0 level (Chen and Capecchi, 1997). It could be hypothesized that
Hoxb9 binds the AvEc-164 bp sequence to prevent the expression of the major Hoxa3
transcript caudally to pv10 in the Hoxb9 expression domain. The study of the Hoxa5 gene
expression in Hoxb9 mutant mice will be of interest to confirm the impact of Hoxb9
binding to restrict the Hoxa5 gene expression domain. Nevertheless, because of the

difficulty to obtain specific Hox antibodies working in supershift experiments, it remains to

155



test if other caudally expressed Hox proteins act on the Oligol sequence to restrict the
Hoxa5 expression domain to the pv3-pv10 region. Among the Hox proteins expressed
posteriorly to pv10 and not tested in this study, only Hoxb7 has an anterior boundary in the
vicinity of pv11 (Izpistia-Belmonte et al., 1991; Burke et al., 1995). Taken together, these
results are a first evidence for a direct interaction of a posterior Hox protein with a
repressive regulatory element to prevent an anteriorly-expressed Hox gene to be expressed
caudally of its functional domain. How the binding of Hoxb9 protein represses the Hoxa5
gene caudally to pv10 remains unknown. However, it could be hypothesized that the Hoxb9
binding acts at the transcriptional level preventing the Hoxa5 gene transcription in the
Hoxb9 expression domain. On the other hand, post-transcriptional events whereby a Hox
transcript is selectively destabilized in posterior domain may be used to confine Hox gene
expression as demonstrated for the Hoxb4 gene (Brend et al., 2003). These strategies may

co-exist.
A homeodomain-containing protein binds to the PsHi-331 bp element

We have previously shown that the MES directs expression in the skeleton at the
cervical and upper thoracic axial level and that the MES sequence encloses DNA elements
in its 3' half able to target transgene expression in the limb buds and in the urogenital and
intestinal tracts (Tabaries et al., 2005). We have now mapped a regulatory element, the
PsHi-331 bp fragment that likely participates in MES enhancer activity in the pv3-pv10
region, In contrast to the AvEc-164 bp fragment, the PsHi-331 bp fragment possesses
enhancer properties (Figs. 3.1B, 3.2B). Proteins from embryo protein extracts can
physically interact with the PsHi-331 bp regulatory sequence via a 16 bp motif containing a
homeodomain protein binding site. According to our assays, Cdx and Hox proteins do not
bind the sequence and additional work will be needed to identify the homeodomain-
containing factor involved. Furthermore, depending on the protein extracts used in EMSA
experiments, binding was sometimes observed on the PsHiA-115 bp fragment (not shown)
suggesting that other factors to be identified could be implicated in the enhancer activity
carried by the PsHi-331 bp. Our analysis clearly demonstrates that coordination between
several cis-acting regulatory elements is needed to fully reproduce the correct spatial Hoxa5

gene profile.
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Homeodomain proteins act to restrict the Hoxa5 gene expression

From our results, it is possible to establish a putative model for the restriction of Hoxa$
expression in axial skeleton (Fig. 3.7). Thus, the 892 bp Xhol-Hindlll located in the 3’ half
of the MES encompasses at least two cis-acting regulatory elements involved in specific
regional control activities. Several frans-acting factors are implicated in these activities. For
instance, Cdx4 and Hoxb9 proteins bind to the Oligol sequence enclosed in the AvEc-164
bp while a homeodomain-containing protein, that remains to be identified, binds to the
PsHi-331 bp element. The AvEc-164 pb fragment acts to repress the expression of the
Hoxa5 1.8 kb major transcript caudally to pv10 and to restrict the expression domain to the
functional Hoxa$ domain between pv3 and pv10, while the PsHi-331 bp directs expression

in the pv3-pv10 region.

In summary, our work gives insights into the complex mechanisms by which trans-
acting factors participate in the posterior delimitation of the Hoxa5 functional domain.
Furthermore, our data favour the concept of posterior prevalence as a strategy to define Hox

gene functional domain at the cervical-upper thoracic axial level.
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PRESENTATION

La caractérisation des souris homozygotes mutantes menée dans le laboratoire a
montré que la perte de fonction du géne Hoxa) résulte en des transformations du squelette
axial (entre la troisiéme vertebre cervicale et la deuxieme vertebre thoracique) ainsi qu’en
une mortalité périnatale élevée attribuable a une dysmorphogenése du systéme respiratoire
(Jeannotte et al., 1993 ; Aubin et al., 1997). De méme, I'implication du géne Hoxa5 a été
montrée dans des anomalies qui affectent le systéme digestif (Aubin et al., 1999; Aubin et
al., 2002a), la glande thyroide (Meunier et al., 2003), la ceinture scapulaire (Aubin et al.,
1998 ; Aubin et al., 2002b) et la glande mammaire (Garin et al., 2006).

Dans le but de pouvoir outrepasser le probléeme de la mortalité périnatale, nous
avons entrepris la génération d’un mutant conditionnel du géne Hoxa5. Par ailleurs, le
maintien de la cassette de sélection ayant déja été démontré comme pouvant interagir avec
des éléments de contréle des génes Hox voisins (Rijli et al., 1994), nous avons décidé
d’employer une stratégie permettant de supprimer une ¢ventuelle interférence lice a la
présence de la cassette de sélection en 1’éliminant par utilisation d’une recombinaison site-

spécifique (Meyers et al., 1998; Farley et al., 2000).

La stratégie employée permet la génération de plusieurs variants alléliques soit un
allele ou la cassette de sélection est encore présente (allele Hoxas"™™°), I’alléle
conditionnel ot la cassette de sélection a été excisée et dont le deuxiéme exon, qui contient

sfoxedy ot Palléle mutant o le deuxieme

la boite homéo, est bordé de sites loxP (alléle Hoxa
exon du géne est éliminé (alléle Hoxa5"). Nous avons dans un premier temps voulu nous
assurer que le maintien d’un site frt et d’un site /oxP dans 1’intron du géne n’avait aucune
incidence sur la fonction du géne Hoxa3 chez les individus Hoxa5"™ " pour ce faire,
nous avons entrepris une caractérisation des différents variants alléliques en comparaison
avec les phénotypes rapportés pour la mutation nulle du gene Hoxa5. Ainsi, il appert que

floxneo ot Foxa5™ sont comparables a ’alléle nul puisqu’ils se caractérisent

les alleles Hoxal
par une perte de production de la protéine Hoxa5, une mortalité périnatale élevée, une
morphogenése pulmonaire altérée ainsi que des transformations homéotiques du squelette

axial dans la région cervico-thoraciques des individus homozygotes. Bien que ces résultats
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aient été attendus pour les individus porteurs de 1’allele Hoxa5", ils démontrent clairement
une interférence de la cassette de sélection sur la fonctionnalité du gene Hoxal chez les

individus homozygotes porteurs de 1’alléle Hoxa5"".

En revanche, aucun phénotype n’a été observé chez les individus porteurs de 1’alléle
Hoxa5" démontrant ainsi que les séquences surnuméraires dérivant de la stratégie
d’obtention de cet allele n’ont pas d’effet sur la fonction du géne. De ce fait, ce mutant
conditionnel devient un outil puissant pour la compréhension des différentes fonctions du
gene Hoxa5 dans les différents organes ot il est exprimé. Ce mutant permet également de
définir I"importance de la fonction du géne Hoxa3 a chacun des stades du développement
embryonnaire. De méme, il sera possible de définir les fonctions du géne Hoxa5 chez
I"adulte et de vérifier si les phénotypes observés a ce stade sont une conséquence directe de

la perte de fonction du geéne lors du développement embryonnaire.

En plus du maintien de la colonie de souris, Margot Lemieux a procédé aux
prélévements des poumons et a I’observation des squelettes. Pour ma part, j’ai généré le
vecteur de ciblage, génotypé et identifié les clones ES portant 1’événement de
recombinaison, participé a la génération des souris mutantes, réalisé les études d’expression
transcriptionnelle et protéique ainsi que les études d’histologie pulmonaire. L’écriture du
manuscrit a été faite en étroite collaboration avec le Dr Jeannotte qui a également participé

a I’analyse des données des squelettes.
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ABSTRACT

We have previously described a Hoxa5 mutant null mouse line in which the viability at
birth is reduced. Mutant mice have also revealed the critical role of Hoxa$ in the
specification of axial identity and in the ontogeny of organs where the gene is expressed.
However, the early lethality and the multiple defects have limited the functional studies to
specific cell types and mainly to embryonic stages. To circumvent this problem, we have
generated mice harbouring a series of Hoxa5 allelic variants. The conditional null allele
(Hoxa5""), obtained by flanking the Hoxa5 second coding exon with JoxP sites, encodes
the Hoxa5 protein as the wild-type allele and no phenotype is associated with. The allele is
also efficiently converted into a null allele (Hoxa5™) by Cre-mediated recombination. Both
the Hoxa5"™ ™, which contains the selection cassette, and the Hoxa5" alleles are
characterized by a loss of Hoxa5 protein production, a reduction in viability due to lung
defects and specific skeletal homeotic transformations, phenotypes observed in the Hoxa$
null mutants previously produced. These Hoxa5 conditional null mice demonstrate the
important roles of Hoxa5 in organogenesis and axial patterning and will provide valuable

tools for further uncovering the roles of Hoxa$ in various processes in vivo.
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INTRODUCTION

Hox genes, an evolutionarily conserved gene family first described in Drosophila for
their ability to cause segmental homeotic transformations, are recognized as master
regulators involved in specifying positional information along the anterior-posterior (AP)
axis of most animals (Krumlauf, 1994; Deschamps and van Nes, 2005). In mammals, 39
Hox genes are organized into four clusters (HoxA to HoxD) located on different
chromosomes. The genomic organization of the Hox genes, including their position within
the complex, has been conserved throughout evolution (Garcia-Fernandez, 2005). It reflects
the colinear relationship existing between the position occupied by each Hox gene on the
chromosome, its expression domain along the embryonic axes, and its temporal onset:
genes at the 3' end of the clusters are expressed earlier and in more anterior regions than
those located in more 5’ positions (Duboule and Morata, 1994; Kmita and Duboule, 2003).
Consequently, the Hox genomic arrangement is fundamental for the precise spatio-temporal
regulation and function of each Hox gene during development. Hox RNA expression
domains are both spatially restricted and overlapping, extending from specific anterior
boundaries down to the caudal end of the embryo. However, the targeted mutations of
murine Hox genes have shown that they exert their functions mainly in the anterior-most

region of their expression domain (Stein et al., 1996; Aubin and Jeannotte, 2001).

We have previously generated a Hoxa$ mutant mouse line (Jeannotte et al., 1993). The
phenotypic characterization revealed the essential role of Hoxa5 for the proper patterning of
the cervical and upper-thoracic regions of the axial skeleton between prevertebrae (pv) 3
and 10 (Aubin et al., 1998), and for the correct formation of the pectoral girdle (Aubin et
al., 2002b). The loss of Hoxa5 gene function also perturbs respiratory tract development,
which results in a high rate of perinatal lethality of the Hoxa5™" pups (Jeannotte et al., 1993;
Aubin et al., 1997). Lungs from Hoxa5" survivors present an emphysema-like morphology
due to impaired alveogenesis demonstrating the predominant role of this gene in lung
development and maturation (Kinkead et al., 2004; Mandeville et al., 2006). In addition,

Hoxal is involved in the functional maturation of the midgut, in cell specification and
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regionalization of the gastric epithelium (Aubin et al.,, 2002a), in the thyroid gland
development and function (Meunier et al., 2003), and in the proliferation and differentiation
of the mammary gland (Garin et al., 2006). While Hoxa5 RNA 1is detected along the AP
axis from the caudal end of the embryo to the pv3 anterior limit (Larochelle et al., 1999),
the majority of the structures affected by the Hoxa5 mutation are confined to its most-

anterior expression level between pv3 and 10.

The Hoxa5 mutation was obtained by introducing a MClneoA" cassette into the Hoxa5
homeobox sequence interrupting the DNA-binding homeo domain of the Hoxa’5 gene
(Jeannotte et al., 1991). The mutation resulted in a null allele as demonstrated by the
absence of production of the Hoxa$ protein in Hoxa5™ specimens (Joksimovic et al., 2005).
As for the Hoxa5 gene, most of the Hox gene mutations initially reported were obtained by
the insertion of a selection cassette in order to interrupt the activity of the targeted gene
(Stein et al., 1996). However, several studies have shown that the maintenance of the
selection cassette can have "neighborhood" consequences and hamper the correct
interpretation of the resulting phenotypes. Indeed, Hox genes are closely clustered, the
largest Hox complexes containing up to 11 genes and spanning less than 200 kb (Suemori
and Noguchi, 2000). Thus, the insertion of a selection cassette into one locus could
interfere with the transcriptional control of nearby genes as interactions between Hox gene
regulatory sequences and the promoter of the selection cassette can occur (Olson et al.,
1996). For instance, the Hoxd !0 mutation resulted in the ectopic expression of Hoxd9 up to
pvl, the gain of Hoxd?9 expression likely explaining the anterior skeletal transformations
observed in Hoxdl0 mutants (Rijli et al., 1994). In the case of the Hoxb2 mutation, it was
associated with a decreased Hoxb4 expression at the cervical level that might be
responsible for the transformation of the second cervical vertebra and for the sternal defect
(Barrow and Capecchi, 1996). In addition, Hoxbh! expression was lost in the fourth

rhombomere of Hoxb2 mutants causing facial paralysis.

We have previously shown that the Hoxa5 mutation does not perturb the expression of
the adjacent Hoxa4 gene (Aubin et al.,, 1998). In contrast, the introduction of the neo
cassette in the Hoxa4 locus causes a change in Hoxa5 gene expression, the anterior limit of

the Hoxa5 expression domain being posteriorly shifted from pv3 to pv4/5 in Hoxad™”
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mutants. This could explain the similarities in the skeletal homeotic transformations
observed in Hoxa4 and Hoxa’ mutants (Aubin et al.,, 1998). Similarly, we have
demonstrated that the insertion of the neo cassette in the Hoxa5 locus interferes in cis with
the Hoxa5 promoter, with a caudal shift of the anterior boundary of Hoxa5 expression from
pv3 to pvl0 (Aubin et al., 1998). Since an enhancer sequence essential for expression in
mesodermal derivatives from the pv3-10 region was identified downstream of the FHoxa5
coding sequences, a possible explanation could be that the presence of the neo cassette
obstructs the access of the Hoxa5 promoter to the downstream enhancer activity

(Larochelle et al., 1999; Tabariés et al., 2005).

The use of targeting vectors allowing the conditional excision of the selection cassette
by site specific recombination via the Cre-loxP or Flp-frt systems has demonstrated the
influence of the selection cassette on Hox mutant phenotypes (Miiller, 1999). For instance,
the maintenance of the selection cassette in the Hoxa2 conditional allele causes lethality at
weaning age, while this phenotype is lost once the cassette is removed (Ren et al., 2002). In
addition, the presence of the selection cassette causes a specific downregulation of HoxaZ2
gene expression in rhombomere 2 and a modification of the Hoxal expression domain (Ren
et al., 2002). Similarly, the generation of a Hoxh8 conditional allele posteriorly shifted the
Hoxb9 and Hoxb6 gene expression domains from one somite when the selection cassette is
maintained in the Hoxh8 locus. This change is not observed when the selection cassette is
removed (Greer and Capecchi, 2002). Alternatively, the presence of the selection cassette
can lead to the obtention of hypomorphic alleles, which could provide an interesting tool
for the study of lethal mutations as shown for the Fgfr! and Fgf8 genes (Meyers et al.,
1998, Partanen et al., 1998).

Here we present the generation of Hoxa5 allelic variants containing or not a selection
cassette. To decipher if the selection cassette present in the Hoxa5 initial mutant allele was
responsible for the Hoxa5 phenotypes reported to date, we have initiated a thorough
characterization of the skeletal patterning and lung morphology of the mutant mouse lines
obtained for each Hoxa5 allelic variant and compared these phenotypes to our previous

observations of the Hoxa5” mice.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Gene targeting and generation of germ line chimeras

A 8.9 kb genomic fragment, extending from the BsrGI site (-1658 bp) to the £coRlI site
(+7200 bp), was subcloned into pBluescript SKII+ (Stratagene) and provided the basis for
the design of the targeting vector. A loxP site flanked by Xbal and Ndel restriction sites
(final length of 45 bp) was inserted downstream the Hoxa5 exon 2 sequences into the Hpal
site (+2790 bp) while a 1981 bp Sacl-Kpnl fragment from the pK-11 plasmid
corresponding to the loxP-frt-PGKneopolyA'-frt cassette was inserted into the Nhel site
(+1127 bp) located in Hoxa5 intron (Meyers et al., 1998; Bouchard et al., 2002). A
diphteria toxin-A (DT-A) negative selection cassette was added at the 3’ end of the Hoxa5

genomic sequences.

WW6 embryonic stems (ES) cells were electroporated with 20 pg of Notl-linearized
targeting vector DNA as previously described and plated on neo—resistant feeder layers
(Jeannotte et al., 1993; Bélanger et al., 2003). After 24 h, selection for G418 was applied
(400 pg active product/ml; Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). ES cell clones
recovered from drug selection were screened by Southern blot analysis. Positive clones
were injected into MF1- or ICR-blastocysts and transferred into pseudopregnant foster
mothers to generate chimeras that were tested for germ line transmission as previously
described (Jeannotte et al., 1993). Heterozygous progeny carrying the Hoxa5""™ allele
were identified following Southern blot analysis using both 5’ and 3° external probes (Fig.
4.1B). All experiments were performed according to the guidelines of the Canadian
Council on Animal Care and approved by the institutional animal care committee. The

analyses were done on animals from a mixed genetic background.

Generation of the different Hoxa5 allelic variants

floxneo

Heterozygous mice carrying the Hoxal allele were crossed with FLPeR mice to
remove the PGKneo selection cassette flanked by fit sites, generating mice carrying the
Hoxa5" allele (Fig 4.1A; Farley et al., 2000). Hoxa5""** heterozygous mice were then

bred with SoxZICre transgenic mice to remove the second Hoxa5 exon flanked by loxP sites
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to produce the Hoxa5"allele (Hayashi et al., 2002). Heterozygous progeny from these
matings were identified by Southern blot analysis with the 5’ probe or by PCR genotyping
(Fig. 4.1A-C).

Genotyping of ES cells and mice

Genomic DNA was prepared from ES cells, mouse tail biopsies or embryonic tissues as
described (Jeannotte et al., 1993). Purified DNA was digested with EcoRI and genotypes
were determined by Southern blot with the 5” external probe Accl-BsrGI (between
positions ~1871 bp and —~1658 bp). To verify if the integration of the targeting vector
occurred by homologous recombination at both ends, DNA from the correctly targeted ES
cell clones and heterozygous mice carrying the Hoxa3 ™" allele was also digested with
Xbal and the genotypes were confirmed with the 3” external probe EcoRI-Xbal (from
position +7782 bp to position +8472 bp; Fig. 4.1A-B). A neo probe corresponding to the
1856 bp Xbal- Xbal fragment of the pK-11 plasmid was also used. For PCR analysis (Fig.
4.1A, C), primers a and b were designed to amplify fragments from the wild-type (471 bp)
and Hoxa5"* alleles (588 bp). The sequences of primers are: primer a: 5'-

CAGCAGCGATCTGCATTCAC-3’, primer b: 5’-GAAACGCACTGAAGCACTAC-3".

Northern analysis

PolyA" RNA from wild-type, Hoxa 5 "/10x0  proxq sioxed/fioxed - proxq 54 and Hoxa5™
E12.5 embryos was isolated according to the TRIzol extraction (Invitrogen) and GenElute
(Sigma) mRNA extraction protocols. 6 ug of each preparation was used to perform
northern analysis. The 521-bp Sacl-Bgl/ll genomic fragment containing most of the
translated region of exon 1 was used as riboprobe to detect endogenous Hoxal transcripts.
1 ug of linearized plasmid was used for the riboprobe synthesis performed in 1X buffer (0.5
M NaCl, 0.2 M Tris-HCI pH 7.5, 0.1 M MgCl,, 0.1 M DTT, 0.1 M spermidine). 50 pCi
[**P] UTP, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, 0.5 mM CTP, 0.5 mM GTP, 25 U of RNase
inhibitor (Amersham) and 30 U of the required RNA polymerase were added for a final
volume of 20 pl. The reaction was incubated for two hours at 40°C. To destroy the DNA
matrix, 7 mM MgCl, and 4 U of DNasel were added and the reaction was incubated for 15
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min at 37°C. The reaction was stopped by adding 20 mM EDTA and 10 mM DTT. The
riboprobe was then purified by phenol extraction and ethanol precipitation. Hybridization
of the membrane was performed in 60% formamide, 5X SSC, 5X Denhardt’s, 10 mM
Na;HPO4#/NAH,PO4 pH 7, 1% SDS, 0.7 g/ml of dextran sulfate, 0.1 mg/ml salmon sperm,
0.1 mg/ml transfer RNA, 20 pg/ml of polyA, and 2x10° cpm of riboprobe/ml of
hybridization solution at 68°C for 16 hours. The membrane was then washed twice in 2X
SSC at 50°C for 15 minutes. Non-specific hybridization was eliminated by a RNAse
treatment for 45 min at 37°C in 5 pg/ml of RNAse A prepared in 2X SSC, followed by a
wash for 30 min. at 80°C in 0.2X SSC, 1% SDS. Hybridization to a GAPDH probe for

quality control and quantitation was also performed.
Western analysis

E12.5 embryos were homogenized by sonication in 300 ul of ice cold lysis buffer (20
mM Tris-HC1 pH 8.0, 1% NP-40, 10 mM EGTA, 5 mM MgCl;, 20 mM glycerol 2-
phosphate, 1 mM dithiothreitol, 10 pg/ml proteinase inhibitor cocktail (Sigma)). The
extracts were centrifuged at 15,000 g for 15 min at 4°C (Bélanger et al., 2003). Protein
content was quantified using a protein bioassay reagent (Bio-Rad), and 60 pg of total
protein lysate was resolved on a denaturing 10% SDS-PAGE, electrotransferred onto
PVDF membrane (Amersham) and probed with a rabbit polyclonal antibody against Hoxa5
at a dilution of 1/500, which detects a specific Hoxa5 band at 37 kDa (Joksimovic et al.,
2005). A non-specific band at 42 kDa was also present in all samples. For quantitation,
membranes were also probed with a polyclonal anti-RasGAP (70.3) Rab, that was a crude
polyclonal antisera raised against a GST fusion protein (Aubin et al., 2004). Incubation was
done overnight at 4°C. The horseradish peroxydase-conjugated donkey anti-rabbit IgG was

used as a secondary antibody at a dilution of 1/20000 (Vector Laboratories).
Histological analyses

Lungs were dissected from E18.5 mouse embryos and treated as previously described
(Aubin et al., 1997). Serial sections (4 um) were collected, deparaffinized, rehydrated, and
stained with hematoxylin and eosin according to standard procedures. For each allelic

variant, at least three wild-type controls and three /foxaj mutants were analyzed.



177

Skeletal analysis

Skeletons were prepared from E18.5 embryos as described in Aubin et al. (1998).
Skeletons were observed and left and right sides of each vertebra were scored

independently for bilateral markers.

RESULTS

Generation of the Hoxa5 conditional mutant mouse lines

To generate a Hoxa5 conditional mutation, we designed a targeting construct to insert a
PGKneo selection cassette flanked by fit sites into the Hoxa5 intron. In addition, the second
exon of the gene, that contains the DNA-binding homeobox, was flanked by /oxP sites (Fig.
4.1A). Homologous recombination events in G418-resistant ES cells were detected by
Southern blot analyses. Genomic DNA from the recovered ES clones was digested with
EcoRI restriction enzyme and membranes were hybridized with the 5’ external probe
flanking the 5’-end of the targeting vector (Fig. 4.1A). Digestion of wild-type and mutant
alleles generated fragments of 3793 bp and 5766 bp, respectively (Fig. 4.1B). Out of the
732 G418-resistant ES cell clones screened, 13 contained the correctly targeted event
(Hoxa5"™ ™" allele). Genomic DNA from these 13 clones was further digested with Xbal
restriction enzyme and membranes were hybridized with the 3’ external probe (Fig. 4.1A).
Digestion of wild-type and mutant alleles generated fragments of 8590 bp and 5615 bp,
respectively (Fig. 4.1B). For seven ES clones, the targeting vector was correctly integrated
by homologous recombination on both sides and excluded any rearrangement at either end
of the targeting site. Two of these clones (B and D) were microinjected into blastocysts and
germline transmission of the targeted allele was obtained for both. This was confirmed by
Southern analysis using both 5’ and 3’ probes (Fig. 4.1B). A neo probe was also used with

floxneo/+

genomic DNA from Hoxa5 mice digested with Xbal restriction enzyme, and the
expected 1856 bp fragment was detected (Fig. 4.1B). The heterozygous Hoxa5 ™" mice
were bred with FLPeR mice to specifically remove the PGKneo selection cassette (Fig.
4.1A). Genomic DNA from these mice was genotyped by PCR analysis. The wild-type and

Hoxa5"* alleles generated fragments of 471 bp and 588 bp, respectively (Fig. 4.1C).
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ﬂ e . . - .
o™ mice were crossed with SoxIICre-cxpressing mice to generate

Finally, the Hoxa3
Hoxa5™" mutant mice (Fig. 4.1A). The resulting mice were genotyped by Southern analysis
following a EcoRI digestion and hybridization of the membranes with the 5° probe (Fig.
4.1A). Digestion of wild-type and Hoxa5" alleles generated fragments of 3793 bp and 7679
bp, respectively (Fig. 4.1B). The heterozygous mice obtained for each mutant allele
(Hoxa5"™°, Hoxa5"" and Hoxa5") were viable and proved to be fertile. Further

characterization of the phenotype was performed for both mouse lines B and D and

identical results were obtained. The data from line B will be presented.

Hoxa5 heterozygous mice for each allelic variant were interbred to assess the
consequences of the homozygous mutations in the animal. The resulting progenies were

genotyped at weaning age by Southern blot analysis (Fig. 4.1B) or PCR (Fig. 4.1C). As

floxed/+ floxed

animals indicated that the Hoxal allele was

floxed/Moxed

expected, intercrosses between Hoxal
inherited in a mendelian fashion and that Hoxa5 mice were viable (Table 4.1).
Northern analysis of RNA from E12.5 Hoxa5™¥1%* embryos showed the production of
all known Hoxa5 transcripts, including the 1.8 kb, 5 kb, 9.5 kb and 11 kb forms (Fig. 4.1D;
Jeannotte et al., 1993). Moreover, Western blot analysis confirmed that the production of
Hoxa5 protein was not affected in E12.5 Hoxa5™*¥1* specimens (Fig. 4.1E). Therefore,

Roxed

the presence of the loxP sites flanking Hoxa5 exon 2 in the Hoxa5 conditional allele

had no major incidence on Hoxa5 gene expression.

It was shown that the Hoxa5 null mutation previously produced causes a high rate of
perinatal lethality (Jeannotte et al., 1993). A similar result was obtained for the Hoxa5"
allele, as only 8% of Hoxa5™* mice were obtained at weaning age instead of the expected
25% if the mutation was transmitted in a mendelian fashion (Table 4.1). Analysis of the
Hoxa5 transcripts revealed the absence of the 1.8 kb band, which corresponds to the two
known fHoxa3 exons encoding the Hoxa5 protein (Fig. 4.1D), suggesting that deletion of
Hoxa5 exon 2 impeded the expression of the transcript. This was further supported by the
absence of the Hoxa5 protein detected in extracts from E12.5 Hoxa5™ embryos (Fig.
4.1E). Thus, the homozygous deletion of Hoxaj exon 2 sequences caused a null mutation
similar to the Hoxa5" mutation with the complete lack of Hoxa$5 protein (Joksimovic et al.,

2005).
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Table 4.1. Ratios of genotypes in litters from crosses of heterozygous Hoxab mutants

Genotype
wt floxneo/+ floxneo/floxneo
Age Number of litters _Number of pups _ _living (%) dead (%) _living (%) dead (%) _living (%) dead (%)
E12.5 14 86 27 (31) - 44 (51) - 15 (18) -
E18.5 9 59 19 (32) - 20 (34) - 20 (34) -
3-4 weeks 22 126 38 (30) 3(2) 46 (37) 3(2) 14 (11) 22 (17)
Genotype
wi floxed/+ floxed/floxed
Age Number of litters  Number of pups  _living (%) dead (%) _living (%) dead (%) _living (%) dead (%)
E12.5 17 124 39 (29) - 60 (48) - 28 (23) -
E18.5 10 69 16 (23) - 33 (48) - 19 (28) -
3-4 weeks 18 119 37 (30) - 52 (44) 1(1) 28 (24) 1(1)
Genotype
wit A+ AIA
Age Number of litters Number of pups _living (%) dead (%) _living (%) dead (%) _living (%) dead (%)
E12.5 11 88 17 (19) - 50 (57) B 21 (24) -
E18.5 9 72 22 (31) - 32 (44) - 18 (25) -

3-4 weeks 13 102 22 (22) - 51 (49) 3(3) 8 (8) 18 (18)
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floxneo/floxneo

In the case of the Hoxa35""™ allele, the rate of recovery of Hoxa5 mice after

5ﬂoxnco/ﬂ{)xnco

birth was also greatly decreased with only 11% of Hoxa surviving animals

instead of the expected 25% (Table 4.1). As for the Hoxa5" allele, no 1.8 kb transcript and

floxneo/floxneo

no Hoxa5 protein were detected in Hoxa3 specimens (Fig. 4.1D, E), indicating
that this mutation caused a loss of Hoxa5 function and suggesting that the presence of the

selection cassette in the intron may interfere with Hoxa5 gene expression.

To determine at what stage HoxaS5"™™"™° and Hoxa5™ mice were dying,
heterozygous animals were intercrossed and pregnant females were sacrificed at different
times of gestation (Table 4.1). At E12.5 and E18.5, the numbers of embryos recovered for
each genotype corresponded to the expected 1:2:1 ratio and no major anomaly was
detected. A close monitoring of the litters revealed that the mortality occurred at birth. As
for the Hoxa5" mutants, the absence of Hoxa5 function led to a significant mortality at

birth for the Hoxa5"*"*1 and Hoxa5™* pups.

The fraction of homozygous mutant animals of both sexes that survive to adulthood
were proved to be fertile and did not present any phenotypic abnormalities. Taken together,

these results indicated that the Hoxa5"**

allele did not perturb the expression of the gene
and the production of the Hoxa5 protein and the homozygous mutant animals did not
present any overt phenotype. In contrast, both the Hoxa5""° and Hoxa5" alleles behave as
a Hoxa5 null allele with the loss of Hoxa5 protein production and a low survival rate at

birth.
Impact of the Hoxa5 mutations on lung morphology

We have shown that the high rate of perinatal lethality of Hoxa5™" pups was due to a
defective development of the respiratory tract (Aubin et al., 1997). To determine if
abnormal lung morphogenesis was associated with the Hoxas"*"™*"* and Hoxa5™"
mutations, we performed a comparative histological analysis of lungs from E18.5 control
and Hoxa5 mutants. At this stage, the Hoxa3 ™" and Hoxa5™* mutant lungs
presented a collapsed appearance similar to the one observed in Hoxa5" mutants (Fig.

511oxed/ﬂoxed

4.2C-E). In contrast, lungs from Hoxa embryos are as expanded as controls with

a normal morphology (Fig.4.2A-B). Thus, as for the Hoxa5" mutants, lung
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floxneo/Noxneo

morphogenesis was altered by the absence of Hoxa5 function in Hoxa$ and

Hoxa5™" mutants, which likely explained the death of the pups at birth.

Homeotic transformations in the cervicothoracic region of Hoxa5 mutant mice

The Hoxa5”™ mutants presented a variety of homeotic transformations covering the pv3-
pv10 region of the axial skeleton (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998). We also
performed the skeletal analysis of E18.5 specimens for each allelic variant, The majority of
Hoxa5 00 and Hoxa5™® animals displayed skeletal anomalies restricted to the
cervical-upper thoracic region and identical to those reported for the Hoxa5”" mutants while
Hoxa5"xdMoxed gnecimens appeared comparable to controls (Table 4.2). The most
predominant of these was the absence of tuberculum anterior on the 6™ cervical vertebra
(C6) in all Hoxa5"¥eoxmee and Hoxa5** specimens. A second frequent transformation
was the alteration of C7, which in the majority (12/13) of Hoxa3"*"M%% and in all

5NJ_\.

Hoxa specimens, had associated rib structures. Most were found on both sides of the

vertebra. In addition, the presence of an ectopic dorsal spinous process on the first thoracic

5ﬂ0xneu/ﬁoxnco 5A/A

vertebra (T1) was observed in all Hoxa and Hoxa specimens. However, this
transformation was also seen in a large proportion of control specimens. Abnormal dorsal
processes were detected from C3 to C6 vertebrae in several Hoxa5"*" 1™ and Hoxa5 4
specimens. However, these transformations are more visible in older animals once
ossification has occurred (not shown; Aubin et al.,, 1998). Interestingly, abnormal

ghloxneoffloxneo oo cimens, suggesting either an

acromions were detected only in few Hoxa
effect of the genetic background or influence of the presence of the selection cassette.
Finally, laryngotracheal malformations were totally penetrant in Hoxa5 "1 4
Hoxa5"™ specimens with the fusion of the first tracheal rings to the cricoid, an abnormal
banding pattern of the rings and a reduced dorsal extension of the cartilage along the

trachea, indicating that dysmorphogenesis occurred along the entire respiratory tract.



Table 4.2: E18.5 Skeletal morphology according to the Hoxa5 genotypes

Genotype
wt floxneo/+ floxneo/floxneo wi floxed/+ floxed/floxed wt Al+ AJA

Tuberculum anterior on C6*

Absent - - 25 - - - - 1 20

Present 20 18 1 20 20 22 18 21 -
Ribs on C7*

Absent 16 14 7 15 18 19 15 12 2

Present 4 4 19 5 2 3 3 10 18

Unilateral 2 2 5 3 2 3 1 2 2

Bilateral 1 1 7 1 - - 1 4 8
Dorsal process on T1

Absent 5 1 - 7 8 9 3 1 -

Present 5 8 13 3 2 2 6 10 10
Trachea

Normal 10 9 - 9 10 11 9 10 -

Abnormal - - 13 1 - - - - 10
Number of animals 10 9 13 10 10 11 g 11 10

* left and right sides were scored independently

v81
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DISCUSSION

In this study, we presented the generation of a Hoxa5 conditional allele by homologous
recombination in ES cells. Using the Cre-loxP and Flp-frt systems, we generated a series of
allelic variants for the Hoxa5 gene that were characterized according to the phenotypes
previously reported for the Hoxa$ null mutation (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1997;
Aubin et al., 1998).

The Hoxa5" allele is a null allele

To evaluate the efficiency of our strategy to generate a Hoxa5 conditional allele and to
validate that the Hoxa5®mutation can reproduce the Hoxa’d null mutation initially
produced, we generated the Hoxa5" allele via the use of the Sox//Cre-expressing mice. The
SoxIICre transgene targets recombination in all epiblast cells by E6.5 (Hayashi et al.,
2002). As expected, the resultant Hoxa5“* mutant mouse strain presented a dramatic
decrease in viability with 68% of the homozygotes dying at birth (Table 4.1). This lethality
was comparable to that reported for the Hoxad null mutation in an outbred background

A8 embryos

(Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1997). Moreover, lungs from Hoxa5
presented a compact appearance similar to that reported for the Hoxa5™" specimens (Fig.
4.2C, E), indicating abnormal lung development that likely explains the high rate of
perinatal lethality as observed for the Hoxa5" mice (Aubin et al., 1997). The similarity in
phenotype between the Hoxa3" and the Hoxa5™ alleles can be extended to the skeleton with
identical homeotic transformations affecting the cervical-upper thoracic region. One
dissimilarity was the lack of phenotype regarding the dorsal spinous process of T2 for the

Hoxa5™" animals. This process was absent or reduced in Hoxa5” specimens. No clear

explanation for this difference can be provided.

As observed for the Hoxa5" mice, the morphological transformations associated with
the Hoxa5™ mice are confined to the pv3-10 region along the embryonic axis, a region
expressing exclusively the 1.8 kb Hoxa5 transcript, the latter corresponding to the two
known exons encoding the Hoxa5 protein (Aubin et al., 1998). Expression of the Hoxa5

protein appears also localized to this axial domain, suggesting that the 1.8 kb transcript
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encodes the Hoxa5 protein (Joksimovic et al.,, 2005). The 1.8 kb transcript was not

expressed in Hoxa5™"

embryos, as expected since exon 2 sequences are deleted. However,
larger bands of 4.2, 7.5, 12 and 13.5 kb in length were detected on the northern blot and
they did not correspond in size to the known larger HoxaJ transcripts of 5, 9.5 and 11 kb
(Fig. 4.1D; Jeannotte et al., 1993). The larger Hoxa5 transcripts originate from distal
promoters located in the Hoxa6-Hoxa7 intergenic region and from alternate splicing. They
all use the polyadenylation signal of the Hoxa5 second exon (Y. Coulombe and L.
Jeannotte, unpublished). Therefore, deletion of Hoxaj exon 2 sequences may perturb the
expression of the larger transcripts and lead to the use of cryptic polyadenyaltion sites.

Thus, the lack of the 1.8 kb transcript may explain the loss of Hoxa5 protein production in

Hoxa5™" specimens (Fig. 4.1D, E; Joksimovic et al., 2005).
The maintenance of the selection cassette interferes with Hoxa5 gene function

Our study of the HoxaS5"™10 myutant mice revealed that the maintenance of the

1ox10 allele resulted in a decreased viability of

PGKneo selection cassette in the Hoxa5'
mutant pups with 56% of the homozygous dying at birth, which was comparable to that
observed in Hoxa5" and Hoxa5“™ mouse lines (Table 4.1). Again, this phenotype was
accompanied with lung morphogenesis defects (Fig. 4.2D). Moreover, this mutant allele is
associated to the loss of expression of the Hoxa5 1.8 kb transcript combined with the
presence of transcripts of unexpected sizes (3.2, 4.5, 6, 8, 10.5 and 12 kb in length) on the
northern blot as well as to the absence of Hoxa5 protein production (Fig. 4.1D, E). These

sfloxneo allele acts as a HoxaS mutant allele

observations demonstrate that the Hoxa
suggesting that the maintenance of the selection cassette in the Hoxa5 intron interferes with
Hoxa5 gene function by preventing the production of functional transcript and protein.
Interference of the PGKneo cassette with the correct expression of the targeted and adjacent
genes was observed for Hox genes due to the close juxtaposition of genes within Hox
clusters in vertebrates (Rijli et al, 1994; Olson et al., 1996; Ren et al., 2002). The dynamic
patterns of the Hoxa5 gene expression is generated by a combination of positive and
negative regulatory elements, located both upstream and downstream the gene, that

differentially restrict the spatial, temporal and tissue-specific domains (Zakany et al., 1988;

Tuggle et al., 1990; Larochelle et al., 1999, Tabariés et al., 2005). Among these regulatory
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elements, the MES, located downstream the gene, is essential for Hoxa5 paraxial and lateral
plate mesoderm expression in the cervical and upper thoracic region between pv3-10
(Larochelle et al., 1999). Thus, one possible explanation for the phenotypes seen in
HoxasMoxeoomeo oyeimens would be that the PGKneo selection cassette, localized
between the MES and the Hoxa5 1.8 kb promoter, specifically perturbs the transcription of
the Hoxa5 1.8 kb transcript. The MES may act on the PGK promoter instead of the Hoxab
1.8 kb promoter to lead to a loss of the Hoxa5 expression in the pv3-10 domain resulting in
a mutant phenotype. We have shown that in HoxaS" specimens, in which a MCIneoAd"
cassette was inserted into the Hoxa5 homeobox sequence, the neo transcripts were
expressed in a normal Hoxa5-like expression pattern with an anterior boundary in the
prevertebral column at the level of pv3, suggesting a specific interaction between the MES

and the MC1 promoter (Aubin et al., 1998).
The 1.8 kb Hoxa$5 transcript is the functional Hoxa5 transcript

Four Hoxa$ transcripts of 1.8 kb, 5 kb, 9.5 kb and 11 kb in length and encompassing the
locus display a spatio-temporal differential expression profile. The three larger forms are
expressed later during embryogenesis and in more posterior structures than the major 1.8
kb mRNA, suggesting that they are under different regulatory controls than the 1.8 kb
transcript. The molecular characterization of the larger transcripts indicates that they share
the same initiation site in the vicinity of the Hoxa7 gene confirming the existence of a distal
promoter (Y. Coulombe and L. Jeannotte, unpublished). Interestingly, the common feature
between the three FHoxa5 mutants mouse strains generated to date (Hoan"{',
Hoxa 3" "0NX0 and Hoxa5™) is the loss of expression of the 1.8 kb HoxaS$ transcript
associated with a loss of Hoxa5 protein production. The specific expression domain of the
1.8 kb transcript and the Hoxa5 protein in the prevertebral column corresponds to the pv3-
pv10 region, a domain from which the majority of the Hoxa5 phenotypes is deriving
(Aubin et al., 1998; Joksimovic et al., 2005). Moreover, the Hoxa5 gene expression in the
pv3-pv10 region is driven by the MES regulatory sequence that selectively acts on the
Hoxa5 proximal promoter (S. Tabariés and L. Jeannotte, unpublished). Thus, it could be
postulated that the 1.8 kb transcript is the sole Hoxa$ transcript able to produce a Hoxa5

protein. Possible explanations for the extinction of the short Hoxa5 transcript expression
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include a perturbation of regional specific posttranscriptional control, an effect of the
selection cassette which disrupts Hoxa5 region-specific regulatory elements (as suggested

5ﬂ0xncn

above for the Hoxa allele) or the requirement of the Hoxa5 protein for the specific
expression of the 1.8 kb transcript in the pv3-pv10 domain as proposed by Aubin et al.
(1998), and these possibilities are not mutually exclusive. However, it remains unknown

how the larger Hoxa5 transcripts contribute to Hoxa5 gene regulation and function.
The Hoxa$5 conditional allele: a powerful tool to study the Hoxa5 gene function

As expected, offspring from heterozygous Hoxa5 """ matings were obtained in a
mendelian fashion demonstrating that Hoxa5"**¥"**! mice were viable. No perturbation in
the transcription pattern of the gene and protein production was observed. Furthermore,
lung development appeared unaffected in homozygous specimens and no skeletal
transformation could be associated with the allele. Taken together, these results

5Moxed allele had no incidence

demonstrated that the presence of the loxP sites in the Hoxa
on Hoxa$ gene function. Thus, we now have in hand a mouse line in which Hoxa5 gene
function can be ablated by expression of the Cre recombinase. The use of conditional
alleles allows for the specific disruption of genes in defined tissues and at distinct times. A
conditional allele is useful to study the postnatal life function of a gene like Hoxa3, which
presents a high rate of perinatal lethality. [n addition, as the Hoxa5 expression domain is
broad, the use of a conditional allele could be very powerful for the assessment of tissue-
specific Hoxa5 gene function. The conditional Hoxa$ allele will permit the identification of
specific functions of the Hoxa5 gene in organs where it is expressed without affecting its
expression in other structures. Finally, as the Hoxa5 gene is expressed in the mesenchyme
of the lung (Aubin et al., 1997), the digestive tract (Aubin et al., 1998; Aubin et al., 2002a),
the thyroid gland (Meunier et al., 2003) and the mammary gland (Garin et al., 2006),
studies using mesenchyme-specific Cre expressing mouse lines will be particularly useful
for defining the role of Hoxa5 in mesenchymai-epithelial interactions. Indeed, mouse lines
targeting Cre expression in the mesenchyme exist such as : the Nkx3-2 (Bapx1) promoter,
which targets specifically in the gastric mesenchyme (Takamoto et al., 2005), the Colla2
promoter, which directs expression in lung and intestine mesenchyme (Florin et al., 2004),

and the fibroblast-specific promoter-1 (Fspl), which allows expression in the interstitial
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stroma of mature tissues throughout the mouse (Bhowmick et al., 2004),
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Chapitre V : Discussion

Cette these avait pour but de répondre a deux objectifs principaux, la caractérisation
de la séquence activatrice MES et la génération d’un mutant conditionnel pour le géne
Hoxa5. D’une part, la caractérisation du MES, une séquence de 2.1 kb localisée en 3” du
gene Hoxal et responsable de I’expression du geéne dans les dérivés mésodermiques de la
région cervicale et thoracique supérieure, a été poursuivie (figure 1.13). L’absence du MES
se traduit par une perte d’expression dans les structures dérivées du mésenchyme des
plaques paraxiales et latérales au niveau cervical et thoracique. En fait, le MES dirige
spécifiquement I’expression du gene dans la région située entre pv3 et pvl0, dans les
bourgeons des membres antérieurs, ainsi que dans le systéme urogénital (Larochelle et al.,
1999). Pour ce faire, nous avons utilisé I’expertise en transgenese du laboratoire pour
définir les régions du MES responsables de I’expression spécifique du géne Hoxa5 entre
pv3 et pv10. Nous avons ainsi pu démontrer 1) qu’une combinaison de séquences incluses
dans le MES dirigent I’expression dans différentes structures, ii) qu’une de ces séquences
est impliquée dans le positionnement de la frontiere postérieure d’expression des transgénes
Hoxa5/lacZ au niveau de pv10, et iii) que I’activité du MES se fait par I’intermédiaire de la
liaison de plusieurs facteurs agissant en trans. Ces différents aspects ont fait 1’objet d’une
publication constituant le chapitre 2 (Tabaries et al., 2005) et d’un manuscrit en préparation

correspondant au chapitre 3.

D’autre part, mes travaux de recherche m’ont amené a établir une lignée de souris
porteuses d’une mutation conditionnelle pour le géne Hoxa5 de fagon a pouvoir étudier la
fonction du géne de fagon spatio-temporelle. Cette mutation a aussi €té planifiée afin de
pouvoir éliminer la cassette de sélection pour la résistance a la néomycine. En effet, cette
derniére a été rapportée dans de nombreux cas comme pouvant interférer avec 1’étude de la
mutation du géne d’intérét (Section 1.4). La génération et la caractérisation de ces divers
variants alléliques font I’objet d’un manuscrit en préparation présenté au chapitre 4 de cette

these.
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Enfin, j’ai personnellement contribué a d’autres expérimentations liées & mon projet
de recherche. Les résultats de ces expériences seront détaillés tout au long de ce chapitre de

discussion.

5.1 La transcription associée au locus Hoxa5

Par analyse Northern, quatre transcrits sont détéctés a 1’aide d’une sonde
correspondant aux exons du géne Hoxal. De ces quatre transcrits de 1.8 kb, 5 kb, 9.5 kb et
11 kb, le transcrit le plus abondant est celui de 1.8 kb qui correspond aux deux exons du
gene (Jeannotte et al., 1993). Les trois longs transcrits s’initient plus en amont dans les
séquences intergéniques Hoxa6-Hoxa7 (Zakany et al.,, 1988; Larochelle et al.,, 1999).
L’étude du MES présentée aux chapitres 2 et 3 de cette thése montre I'importance de cette
séquence régulatrice pour I’expression spécifique du géne Hoxal entre pv3 et pv10 qui
s’avere également étre le domaine spécifique d’expression du transcrit de 1.8 kb. Dans le
laboratoire, la caractérisation des différents transcrits floxa5 a été entreprise afin de
déterminer le lien existant entre 1’action des séquences régulatrices décrites pour le géne et

les domaines d’expression des différents transcrits.

5.1.1. Caractérisation des longs transcrits du gene Hoxa5

Par des essais d’amplification rapide des extrémités 5’ des ADN complémentaires
(RACE) utilisant différentes amorces, le site d’initiation des trois longs transcrits a pu étre
caractérisé, Ces transcrits s’initient tous au méme site situé en 3” du gene Hoxa7 a -8905 pb
(figure 5.1, Yan Coulombe et Lucie Jeannotte, non publié). Au cours de cette étude, un
transcrit pour le géne Hoxa6 a été identifié (figure 5.1). Ce transcrit englobe les deux exons
du geéne Hoxa6 ainsi que ceux du gene Hoxa’ puisqu’aucun site de polyadénylation
n’existe pour Hoxa6. Le transcrit Hoxa6 utilise, de ce fait, le site de polyadénylation du
gene Hoxas. Le transcrit Hoxa6 posséde ainsi une importante homologie de séquence avec
le transcrit de 5 kb du géne Hoxa5. 11 avait été rapporté que le phénotype squelettique des
souris Hoxa6™"" &tait similaire a celui observé chez les individus Hoxa5™", notamment avec

la transformation de C7 en T1, mais avec une pénétrance et une expressivité plus faibles
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(Kostic et Capecchi, 1994). Nos données suggérent maintenant que le phénotype Hoxa6™
pourrait étre attribué a une interférence de 1’expression du géne Hoxal par la cassette de
sélection insérée dans le géne Hoxa6. Pour ma part, j’ai activement participé a définir si les
régions d’initiation de la transcription des longs transcrits et du transcrit /oxa6 possédaient
une activité promotrice via des études de transgenése (figure 5.2, Tabariés et Jeannotte, non
publi¢). Les données obtenues démontrent que les séquences testées possédent une activité
promotrice fonctionnelle mais uniquement en présence d’une séquence activatrice (le MES
dans le cas présent). Ces derniéres observations et le fait que ces longs transcrits
s’expriment de fagon similaire au géne Hoxa?7, soit dans des régions postérieures a pv10 le
long de I’axe AP et plus tardivement que le transcrit majeur de 1.8 kb suggérent un possible
partage des séquences régulatrices du géne Hoxa7 avec le promoteur distal du gene Hoxa5
(Larochelle et al., 1999). Cependant, la caractérisation moléculaire des longs transcrits
n’explique pas leur role. Il semble toutefois peu probable que ’organisme gaspille de
I’énergie a la production de transcrits polyadénylés sans raison. De plus, la production de
transcrits multiples est associée a de nombreux génes Hox, notamment le gene Hoxb3,
suggérant une fonctionnalité spécifique de ces transcrits multiples pour les genes Hox
(Krumlauf et al., 1987). Il peut étre proposé que ces longs transcrits pourraient jouer un role
de régulateur en accaparant la machinerie transcriptionnelle réduisant ainsi le niveau de
transcription du transcrit majeur de 1.8 kb dans la région postérieure a pv10 ou les longs
transcrits sont spécifiquement exprimés. L’élucidation de la fonction des longs transcrits
pourrait se faire, entre autre, par la génération d’une lignée de souris porteuses d’une
mutation de la région promotrice commune des longs transcrits. Les phénotypes observés
seraient, alors, la conséquence de la perte de fonction des longs transcrits puisque

I’expression du court transcrit ne serait alors aucunement altérée.

Par ailleurs, plusieurs cadres de lecture ouverts existent le long des transcrits,
suggérant que des protéines seraient susceptibles d’étre produites a partir de ces différents
transcrits (figure 5.1). Pour déterminer si I’ensemble de ces transcrits, certains étant
bicistroniques ou présentant un trés long 5° UTR, sont capables de générer des protéines,
les ADNc correspondants pourraient étre clonés dans des vecteurs d’expression et testés

pour leur capacité a produire des protéines in vitro.
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5.1.2. Le transcrit majeur du géne Hoxa5

Contrairement aux longs transcrits, le transcrit majeur de 1.8 kb, qui correspond aux
deux exons du geéne, semble avoir un rdle prépondérant dans la fonction du géne Hoxa5. En
effet, nombre des phénotypes associés a la perte de fonction du géne Hoxa5 (Section 1.5.2)
sont associés a la perte spécifique de 1’expression du court transcrit du géne Hoxa5. Ainsi,
aucun des longs transcrits n’est exprimé dans la région de la colonne prévertébrale située
entre pv3 et pv10 de méme que dans la ceinture scapulaire, la glande thyroide ou le systéme
respiratoire, des régions d’ou dérivent les phénotypes rapportés pour le géne Hoxal
(Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1998; Larochelle et al., 1999; Aubin
et al., 2002b; Meunier et al., 2003). D’autre part, I’analyse différenticlle des transcrits du
géne Hoxa5 suggeére un processus de régulation distinct des deux promoteurs du gene.
L’ensemble de ces données démontre I'importance d’une régulation fine de I’expression du
court transcrit entre pv3 et pvl0 pour la spécification des structures axiales et
appendiculaires. De fait, nous avons montré¢ dans les chapitres 2 et 3 de cette these que la
séquence MES cible spécifiquement 1’expression du court transcrit entre pv3 et pvl0
démontrant ainsi 'importance de cette séquence régulatrice dans la fonction du géne

Hoxal.

L’étude de la fonction du court transcrit est primordiale et des études ont récemment
¢été entreprises dans ce sens. En effet, a I’aide d’un transgéne exprimant le transcrit de 1.8
kb sous le contréle de séquences régulatrices du géne HoxaS dans la région spécifique
comprise entre pv3 et pv10, soit sous le contrle du MES, des souris transgéniques seraient
produites. Le croisement des individus transgéniques avec des individus Hoxa5™" devrait se

traduire par une complémentation des phénotypes mutants associés a la région pv3-pv10.

Outre I'identification du promoteur distal du géne Hoxa5 responsable de la
production des longs transcrits, 1’étude des différents transcrits renforce la nécessité de
I’étude des séquences régulatrices du géne Hoxad et plus particulierement de celles qui
agissent spécifiquement sur le promoteur proximal du géne HoxaJl, telles les séquences
MES et BSC, puisqu’elles sont impliquées dans la régulation adéquate de la production du

transcrit fonctionnel de 1.8 kb du gene Hoxa.
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5.2 Les séquences régulatrices qui gouvernent
I’expression du géne Hoxa5

Jusqu’a présent, les ¢tudes menées sur la régulation du gene Hoxal, principalement
par le groupe du Dr Tuggle et le nétre, ont permis d’identifier quatre séquences régulatrices
agissant pour définir I’expression du gene Hoxa3. Ces différentes séquences régulatrices
agissent sur le promoteur proximal du gene et leur caractérisation est donc, tel que détaillée

a la section 5.1.1., d’une grande importance pour la compréhension de la fonction du géne.

5.2.1. L’élément temporel

Des études préliminaires de transgenese menées dans le laboratoire ont permis
d’identifier un élément indispensable & I’expression précoce du gene (figure 5.2; Jeannotte
et al., non publi¢). Cette séquence de 182 pb, située en 5° du geéne, s’étend entre les
positions -2128 pb et -1480 pb. Ainsi, en son absence, aucune expression des transgenes
n’est détectée avant le stade E10.5 (figure 5.3). C’est d’ailleurs pour cette raison que dans
les études de transgenese présentées aux chapitres 2 et 3 de cette these, les embryons sont
étudiés au stade E12.5. En effet, pour étudier I'impact spécifique du MES, les séquences
situées en 5’ du geéne, dont fait partie 1’élément temporel, sont absentes des constructions
utilisées. Ceci a pour but de faciliter la visualisation des effets liés au MES. Des études sont
toujours en cours dans le laboratoire afin de cartographier finement cette séquence

responsable de I’expression temporelle du géne Hoxal.

5.2.2. L.’élément poumon/intestin

Comme rapport¢é a la section 1.22.1.2.1., la présence d’un élément
régulateur positif, sensible a 1’acide rétinoique, dirige I’expression du gene Hoxa4 au
niveau du poumon, de I'intestin et du métanéphros (Packer et al., 1998). Cette séquence
intergénique Hoxa4-Hoxa5 permet aussi de diriger I’expression des transgénes Hoxa5/lacZ
au niveau de I’estomac, de I’intestin et des poumons (Moreau et Jeannotte, 2002). Ce
patron d’expression indique que le fragment Xbal de 1471 pb localisé entre les positions

+9350 pb et +10822 pb est partagé entre les genes Hoxa4 et Hoxa5 pour 1’expression dans
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les systémes respiratoire et digestif (figure 1.13, Moreau et Jeannotte, 2002). Contrairement
a I’expression du gene Hoxa4, nous n’avons aucune évidence expérimentale de la nécessité
du RARE pour I'expression du géne Hoxa5 (Packer et al., 1998; C. Prudhomme et L.
Jeannotte, non publi¢). De plus, les résultats obtenus par Packer et coll. (1998) peuvent étre
remis en cause puisqu’ils ont été obtenus en utilisant une séquence d’ADN dans laquelle
une séquence de 282 pb est absente (Moreau et Jeannotte, 2002). Des travaux sont en cours
dans le laboratoire pour définir cette région régulatrice et identifier les régions spécifiques a
I’expression dans le poumon, I’estomac et/ou I'intestin. Par ailleurs, de nombreux résultats
obtenus par des études de retard sur gel montrent que cette séquence peut étre lice
specifiquement par des protéines présentes dans un extrait protéique embryonnaire (F.-A.

Bérubé-Simard et L. Jeannotte, non publié).

5.2.3. L’élément BSC

L’¢lément BSC, décrit a la section 1.5.1.2., permet 1’expression des transgénes dans
la région dorsale du tube neural entre E11.0 et E13.0 (Zakany et al., 1988; Tuggle et al.,
1990). Des essais de retard sur gel ont mis en évidence la présence de facteurs capables de
lier spécifiquement trois sites AAATAA mais dont I'identité demeure toujours inconnue.
La mutation de ces trois sites se traduit par une abolition de la liaison des facteurs et une
perte de I’expression des transgénes dans le tube neural (Nowling et al., 1999). Pour
approfondir I'importance de cet élément, des expériences ont ¢té entreprises pour générer
une lignée de souris porteuses de mutations au niveau des trois sites de liaison AAATAA.
La stratégie de ciblage du gene est présentée a la figure 5.4. 1008 clones ES résistants & la
néomycine ont ét¢ criblés. Aprés vérification de 1'intégration et de la présence des
mutations, deux clones se sont avérés positifs (S. Tabaries et L. Jeannotte, non publié). La
génération de souris a partir de ces clones reste cependant a étre complétée. Ces souris
devraient devenir un outil trés utile pour approfondir nos connaissances sur la fonction du
géne Hoxa5 au niveau du systéme nerveux. Par ailleurs, 1’étude de ces souris pourrait
mener a l'identification de génes candidats codant pour les facteurs qui lient spécifiquement

le BSC.
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5.2.4. L’élément MES

Le MES agit sur le promoteur proximal du géne HoxaJ et dirige spécifiquement, via
une région de 892 pb située entre les positions +4043 pb et +4935 pb 'expression des
transgeénes Hoxad/lacZ entre pv3 et pv10 (Chapitre 2, constructions 6 et 7, figures 2.1 et
2.2). Comme mentionné a la section 5.1.2, la région pv3-pv10 s’avere également spécifique
a I’expression du transcrit fonctionnel de 1.8 kb du géne Hoxas. En outre, de cette région
dérivent les phénotypes squelettiques associés a la perte de fonction du gene Hoxa’. Nous
nous sommes donc particulicrement intéressés a la caractérisation de cet élément qui nous

apparait fondamental pour la compréhension de la fonction du géne Hoxal.

D’un point de vue évolutif, il est trés surprenant que la séquence Xhol-HindlIl de
892 pb localisée a I’extrémité 3” du MES qui contient les différents €léments régulateurs
¢tudiés dans cette theése et qui apparait primordial chez la souris soit si peu conservée entre
les especes. Ainsi, la comparaison des séquences génomiques entourant les génes Hoxal
chez I'humain, chez le poisson zébre, chez fugu ou chez le requin, montre, en utilisant la
séquence murine comme matrice que cette séquence n’est conservée que chez 1’humain.
Une hypothese serait que cette séquence régulatrice n’était pas présente dans le complexe
originel et ne serait apparue qu’a la suite de la diversification des espéces. Par ailleurs, cette
séquence pourrait avoir été requise chez la souris pour la spécification axiale de la région

cervico-thoracique dont la complexité s’est accrue au cours de I’évolution.

L’étude de transgenése présentée au chapitre 2 a révélé que le MES dirige
specifiquement 1’expression du geéne Hoxad dans plusieurs structures. Des séquences en 3’
dirigent 1’expression dans les bourgeons des membres, les systemes urogénital et digestif
(Chapitre 2, figures 2.1 et 2.2). Ainsi, I’expression intestinale, qui est en partie dirigée par
I’élément poumon/intestin décrit précédemment, est également sensible a une balance entre
des éléments positifs et négatifs présents dans le MES. Ces résultats suggerent donc une
coopération entre plusieurs ¢léments régulateurs. Des observations similaires concernant le
contrdle de 1’expression dans les bourgeons des membres suggérent que la coordination

entre plusieurs éléments dispersés est nécessaire pour recapituler I’expression spatio-
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temporelle complexe du géne Hoxal. Ces travaux devront étre poursuivis afin de définir
plus finement les différents éléments régulateurs inclus dans le MES puisque le reste de
notre étude s’est concentrée sur I’identification des éléments impliqués dans le

positionnement de la frontiére postérieure du domaine d’expression au niveau de pv10.

5.2.4.1 Le fragment AvEc-164 pb

La délétion du fragment AvEc-164 pb dans le MES se traduit par une perte de la
frontiére postérieure au niveau de pv10 du domaine d’expression du géne Hoxa$ (Chapitre
2, figures 2.1 et 2.2) suggérant que cet ¢lément agit comme répresseur dans la partie
postérieure de I’embryon. Ceci résulte en une limitation de la région fonctionnelle du géne
Hoxa5 4 son domaine d’expression le plus antérieur. Tel que présenté a la figure 1.8, ce
phénomene est généralisé a I'ensemble des génes Hox puisque les études de perte de
fonction se traduisent le plus souvent par des phénotypes restreints a la région la plus
antérieure du domaine d’expression des geénes Hox (Aubin et Jeannotte, 2001). Ces
observations sont d’ailleurs a ’origine des concepts du code Hox et de la prévalence
postérieure. Bien qu’aucune évidence expérimentale n’ait été rapportée, ces concepts sont
en adéquation avec ’ensemble des observations rapportées suite aux ¢tudes de gain et de
perte de fonction des genes homéotiques. Le code Hox, qui serait a origine de la
spécification des différentes structures embryonnaires le long des axes, stipule que du fait
que chaque gene Hox est exprimé dans des régions discrétes mais qui se chevauchent, la
combinaison spécifique des protéines Hox (qualitative et quantitative) dans une région
donnée, définit une adresse génétique unique qui détermine les caractéristiques propres a
cette méme région (Kessel et Gruss, 1991; Duboule, 1998). D’autre part, le concept de
prévalence postérieure a initialement été émis pour expliquer I’absence de phénotype
associée a I’expression ectopique de géne Hox dans des parties postérieures a leur domaine
d’expression fonctionnel. En revanche, lorsque I’expression ectopique a lieu dans des
domaines plus antérieurs, on observe une duplication des structures (Duboule, 1991). Donc,
I’expression d’un gene Hox plus postérieur prévaut fonctionnellement sur des génes Hox
plus antérteurs (Kmita et Duboule, 2003). Aucun mécanisme moléculaire expliquant cette
prévalence postérieure n'a cependant été rapporté, permettant 1’émission de diverses

hypothéses pour expliquer le mécanisme suppresseur par lequel les génes Hox postérieurs
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dominent sur les génes Hox antérieurs. L'un de ces mécanismes serait une déstabilisation
des transcrits dans la partie caudale a leur domaine d’expression de fagon a restreindre leur
domaine d’expression comme démontré pour le géne Hoxb4 (Brend et al., 2003). Comme
proposé par Pearson et coll. (2005), la production dans des parties postérieures au domaine
fonctionnel d’un géne Hox, de miRNAs qui ciblent spécifiquement la région 3’ UTR de ces
geénes pourrait, en partie, étre a 1’origine de cette déstabilisation des transcrits. Bien qu’il
n’existe aucune évidence, il reste concevable que ce type de régulation post-
transcriptionnelle existe pour le géne Hoxa5. Une autre hypothése qui n’exclut pas la
premiére, serait une régulation spécifique de ’expression des transcrits fonctionnels des
geénes Hox. Nos travaux vont dans ce sens puisque des protéines Hox codées par des genes
plus postérieurs lient spécifiquement le MES sur la séquence AvEc-164 pb (Chapitre 3).
Ces données sont ¢galement en accord avec celles obtenues lors de I’étude des transcrits
chez les individus Hoxa35" ou Pinsertion de la cassette de sélection se traduit par une perte
specifique du transcrit de 1.8 kb entre pv3 et pv10. Il est & noter que le géne Hoxb5 présente
également un patron d’expression résultant d’une combinaison de plusieurs transcrits et un
domaine d’expression de la protéine restreint au domaine d’expression des transcrits le plus
antérieur (Krumlauf et al., 1987; Sharpe et al., 1998). Il est donc possible de penser que,
comme pour le géne Hoxal, la région fonctionnelle du géne Hoxb5 est dépendante d’un

transcrit spécifique du géne Hoxb5.

5.2.4.1.1. Cdx4 lie le fragment AvEc-164 pb

Nos travaux ont permis d’identifier une séquence clé dans le positionnement de la
frontiere postérieure du domaine d’expression du géne Hoxa5. Cette région de 25 pb,
appelée Oligol et incluse dans le fragment AvEc-164 pb, contient deux sites consensus de
liaison pour les protéines Cdx. Les protéines Cdx sont impliquées dans divers processus
dont la spécification axiale en contrdlant 1’expression des génes Hox de différentes espéces
(Mlodzik et al., 1990; Subramanian et al., 1995; Charité et al., 1998; Isaacs et al., 1998;
Hunter et al., 1999). Contrairement a ce qui est le plus souvent rapporté dans la littérature,
notre étude démontre une action négative des protéines Cdx sur I’expression du géne
Hoxa5 dans la partie caudale de I’embryon (Subramanian et al., 1995; Charité et al., 1998;
Van den Akker et al., 2002). Chez Xénope, la surexpression de Xcad3 se traduit par une
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répression des genes Hox postérieurs suggérant 1a aussi un role répresseur des protéines
Cdx. Il est proposé que la capacité des protéines Cdx a promouvoir ou a réprimer
’expression de certains génes Hox permettrait la définition des domaines d’expression pour
le développement adéquat de la partie postérieure de 1’organisme (Isaacs et al., 1998). Dans
le cadre de notre étude, nous avons démontré in vivo 1’absence de modification du domaine
d’expression des transgeénes Hoxad/lacZ chez les individus mutants pour les fonctions Cdx/
et/ou Cdx2 (Chapitre 2, figure 2.5). Cette observation est surprenante compte tenu du fait
que les mutations de ces genes entrainent des transformations homéotiques comprises au
niveau du domaine fonctionnel du géne Hoxa5 (Subramanian et al., 1995;
Chawengsaksophak et al., 1997; van den Akker et al., 2002). Si un réle potentiel du géne
Cdx1 peut étre exclu, il n’en est pas de méme pour le géne Cdx2 qui, de part sa létalité
précoce, n'a ¢té étudi¢ que dans le cadre d’individus hétérozygotes (Chapitre 2, figure 2.5).
Nous ne pouvons donc pas exclure la possibilité que la présence d’un allele Cdx2
fonctionnel soit suffisante a la régulation appropriée du géne ffoxa3. Toutefois, nos essais
de retard sur gel en utilisant un anticorps anti-Cdx2 n’ont pas permis de révéler la présence
de la protéine Cdx2 parmi les protéines qui lient la séquence Oligol. Ainsi, parmi les trois
protéines Cdx produites chez la souris, seule Cdx4 apparait étre impliquée dans cette
restriction postérieure du géne Hoxal (Chapitre 2, figure 2.6). Cependant, des trois
protéines Cdx, Cdx4 est celle qui est exprimée le plus postérieurement et la frontiére
antérieure de son domaine d’expression correspondant au dernier somite formé s’avere
postérieure a pv10 (Lohnes, 2003). On peut alors d’ores et déja éliminer un modele aussi
simple qu’une répression spécifique du géne Hoxa5 dans le domaine d’expression
spécifique du gene Cdx4. De plus, 'expression du géne Cdx4 est transitoire et cesse au
stade E10.5, raison pour laquelle la liaison de Cdx4 sur le fragment AvEc-164 pb n’est
détectée qu’avec un extrait protéique d’embryon au stade E9.5. Comme mentionné a la
section 5.2.1, nos études de transgenese sont menées au stade E12.5 suggérant donc que
I’effet de Cdx4 sur la perte de restriction observée en transgenese serait dit a un effet
précoce de Cdx4 pour I’établissement de la frontiére postérieure du géne Hoxa5 et non sur
sa maintenance. En effet, Cdx4 pourrait avoir pour fonction de définir la frontiére
postérieure au niveau de pvl10 dés le stade E9.5. Puis a des stades ultérieurs, d’autres

facteurs auraient alors pour fonction de maintenir cette frontiére postérieure au niveau de
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pv10. La meilleure fagon de confirmer le role de Cdx4 serait, comme nous ’avons fait pour
les génes Cdxl] et Cdx2, une étude de 1’expression de transgene HoxaS/lacZ chez des souris
mutantes pour la fonction du gene Cdx4. Lors de la publication du manuscrit présenté au
chapitre 2, aucune lignée de souris mutantes pour le geéne Cdx4 n’était disponible. Or, ce
n’est plus le cas depuis peu (van Nes et al., 2006). Contrairement a ce qui était attendu si la
protéine Cdx4 avait un role prédominant lors de I’établissement de la frontiére postérieure
du domaine d’expression du géne Hoxa3, les individus Cdx4” ne présentent pas de
phénotypes au niveau du squelette axial (van Nes et al., 2006). En effet, la mutation du
géne Cdx4 devrait se traduire par une expression ectopique du gene Hoxa§ dans la partie
caudale de I’embryon qui pourrait s’accompagner de transformations homéotiques dans les
domaines d’expression ectopique. Toutefois, en vertu du principe de prévalence postérieure
(Section 1.2.2.1.2.7), on ne peut exclure la possibilité d’une répression fonctionnelle du
géne Hoxa5 au niveau des sites d’expression ectopique. I est donc nécessaire d’étudier le
patron d’expression du gene Hoxa$ chez les individus Cdx4™". Des résultats préliminaires
obtenus en collaboration avec le groupe du Dr Jacqueline Deschamps ne montrent aucune
variation dans le domaine d’expression du géne Hoxa5 chez les individus Cdx4™" au stade
E8.5 (J. Deschamps et L. Jeannotte, non publi€). Il serait souhaitable d’étoffer cette étude

en analysant des stades du développement plus tardifs avant d’en tirer des conclusions.

5.2.4.1.2. Les protéines Hox orthologues a la protéine AbdB lient le fragment AvEc-
164 pb

Dans le chapitre 3, nous avons également montré que des protéines Hox codées par
des geénes situés plus en 5’ des complexes étaient capables de lier spécifiquement le
fragment AvEc-164 pb. Il s’est aussi avéré que cette liaison ne se faisait non pas sur le site
de liaison pour les protéines Hox identifié par analyse bioinformatique, mais sur les deux
sites préalablement décrits dans le chapitre 2 pour la liaison des protéines Cdx. Cependant,
compte tenu du fait que les protéines Cdx et Hox sont des facteurs de transcription a
domaine homéo, les sites consensus de liaison reconnus par ces facteurs sont similaires.
L’ensemble de ces résultats souligne 1’importance de la séquence de 25 pb mais souléve de
nombreuses interrogations. La principale d’entre elles concerne la fagon dont les protéines

Cdx et/ou Hox agissent sur ces deux sites. Plusieurs scénarios pourraient étre proposeés.
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L’un d’entre eux serait une compétition de liaison entre les protéines Hox et les protéines
Cdx pour lier cette séquence et/ou une action de I’un ou "autre dépendamment de son
domaine d’expression. Chez Xénope, la surexpression de Xcad3 se traduit par une
répression des genes Hox postérieurs (Isaacs et al., 1998). Une répression similaire des
genes Hox postérieurs pourrait conduire a des domaines d’action spécifiques des protéines
Cdx et Hox. Par ailleurs, la présence de deux sites fonctionnels permet d’envisager une
coopération entre les protéines Hox et les protéines Cdx. Finalement, on peut concevoir que
la protéine Cdx4 serait impliquée dans 1’établissement de la frontiere postérieure du
domaine d’expression et que les protéines Hox, générées par les geénes localisés plus en 5’
des complexes (exprimés plus tardivement), seraient responsables de son maintien. Le MES
spécifiant la région d’expression du transcrit fonctionnel du géne Hoxal, une action des
protéines Hox plus postérieures sur le MES résulterait en une répression de I’expression du

transcrit majeur de 1.8 kb dans la partie caudale a pv10.

L’étude présentée au chapitre 3 révéle que parmi les protéines Hox capables de lier
la séquence Oligol (Hoxa9, Hoxb9, Hoxd9, Hoxd10, Hoxdll et Hoxdl2; Chapitre 3,
figure 3.3), seule la protéine Hoxb9 a été montrée comme présente parmi les protéines d’un
extrait embryonnaire capables de lier le fragment AvEc-164 pb. Or, le géne Hoxb9 présente
une frontiére antérieure de son domaine d’expression au niveau de pv10 (Chen et Capecchi,
1997). Ainsi, ces données sont en adéquation avec un réle de répresseur de I’expression du
gene Hoxal par la protéine Hoxb9 au niveau du domaine d’expression du gene Hoxb9. De
plus, ces données permettent d’étayer le concept de prévalence postérieure mentionné a la
section 5.2.4.1. Une action répressive de la protéine Hoxb9 sur le MES pourrait résulter en
une abolition de I’expression du transcrit majeur de 1.8 kb dans la partie caudale a pv10.
Ainsi, I’expression du geéne Hoxbh9 prévaudrait fonctionnellement sur le géne Hoxa5 dans
les structures postérieures a pv10. Cependant, cette étude a été limitée par la disponibilité
en vecteur d’expression et en anticorps spécifiques fonctionnant en essai de retard sur gel.
Il demeure possible que d’autres protéines Hox, non étudiées au chapitre 3 soient capables
de lier spécifiquement le fragment Oligol. Enfin, parmi les génes fHox non testés, le géne
Hoxb7 présente une frontiére antérieure d’expression au niveau de pvll (Burke et al.,
1995). 1l serait donc pertinent d’étudier la capacité de la protéine Hoxb7 a lier le fragment
AvEc-164 pb.
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Comme dans le cadre de I’étude présentée au chapitre 2, il serait envisageable
d’étudier I'impact de la mutation des genes Hox, plus particulierement des genes Hoxb9 et
Hoxb7, sur le patron d’expression des transgeénes Hoxal/lacZ. Toutefois, ce type d’étude
est assez fastidieux et long. Une alternative serait une approche d’immunoprécipitation de
la chromatine en utilisant les anticorps contre les protéines Hoxb9 et Hoxb7 pour

déterminer si ces protéines lient le MES (Dryer et Covey, 2006).

5.2.4.1.3. Les autres facteurs agissant sur le fragment AvEc-164 pb

Il appert évident que la caractérisation du fragment de 164 pb doit étre poursuivie.
En effet, les études de transgeneése montrent que la mutation ponctuelle des deux sites de
liaison des protéines Cdx (Chapitre 2, construction 12, figures 2.1 et 2.2) ou la délétion de
la séquence Oligol (Chapitre 3, construction 1, figures 3.1 et 3.2) se traduisent par un effet
moindre sur la perte de la restriction postérieure que la délétion complete du fragment
AvEc-164 pb (Chapitre 2, construction 8, figures 2.1 et 2.2). Ces données suggerent
’action d’autres facteurs sur 1I’élément AvEc-164 pb qui, en combinaison avec I’action des
protéines Cdx et/ou Hox sur I’Oligol, contribuent a la régulation spatiale du gene Hoxas.
De plus, les études de retard sur gel utilisant le fragment AvEc-164 pb comme sonde et
I'extrait total d’embryon a différents stades du développement montrent la liaison de
plusieurs facteurs. Parmi les candidats potentiels, I’analyse TRANSFAC révéle un site de
liaison potentiel pour les protéines Pbx (Section 1.2.2.1.2.5). Toutefois, aucune des
protéines Pbx1la ou Pbx1b produites in vitro et testée par EMSA ne lie le fragment AvEc-
164 pb (S. Tabariés et L. Jeannotte, non publié¢). Une approche pour identifier ces autres
facteurs serait la mise en place de ChIP-on-Chip (Testa et al., 2005). Cette méthode permet
I'étude des protéines interagissant avec I'"ADN en combinant la technique
d’immunoprécipitation de la chromatine avec la méthode des puces a ADN. La limitation
de cette derniére approche serait la disponibilité d’anticorps reconnaissant les facteurs qui

lient le fragment AvEc-164 pb.
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5.2.4.2 Le fragment PsHi-331 pb

La caractérisation du MES a ¢également permis d’identifier le fragment de 331 pb
situ¢ a ’extrémité 3 du MES. Contrairement au fragment AvEc-164 pb, le fragment PsHi-
331 pb possede des proprié¢tés « enhancer » (Chapitre 3, figures 3.1 et 3.2). Toutefois, ces
proprictés n’ont ¢té¢ démontrées que dans le cadre du promoteur proximal du géne Hoxas.
Une étude élargie de ces propri¢tés sur un promoteur d’un gene hétérologue tel Hsp68
permettrait de confirmer ce résultat. Par des analyses de retard sur gel, j’ai montré que des
protéines d’embryon pouvaient lier le fragment PsHi-331 pb via un motif de 16 pb
(Chapitre 3, figure 3.6). De plus, une étude par empreinte 4 la DNAse I a confirmé la
liaison d’un facteur sur le motif de 16 pb qui contient un site de liaison potentiel pour les
protéines Cdx (figure 5.5, S. Tabaries et L. Jeannotte, non publi¢). Toutefois, les protéines
Cdx produites in vitro sont incapables de lier le motif de 16 pb (S. Tabariés et L. Jeannotte,
non publié). Ceci est en accord avec le fait qu’aucune compétition n’a été observée en
retard sur gel lorsque le fragment SIF1, une cible connue des protéines Cdx, est utilisé
comme compétiteur (Chapitre 3, figure 3.6) ; (Suh et al., 1994). La présence de ce site de
liaison potentiel pour les protéines Cdx suggere que la protéine impliquée dans la liaison au
motif de 16 pb contient un domaine homéo. Nous avons donc testé la capacité de liaison de
diverses protéines a domaine homéo, telles que Hoxa5, Hoxd9, Hoxd10, Hoxd11, Pbx1a et
Pbx1b. Malheureusement, aucune des protéines produites in vitro ne lie le motif de 16 pb
(S. Tabarics et L. Jeannotte, non publi€). A ce jour, le facteur agissant sur le motif de 16 pb
n’a pas encore eté identifie. D’autres stratégies ont ¢été envisagées afin d’identifier ce
facteur. L’une d’entre elles consiste a ajouter un groupement biotine a I’extrémité du
fragment d’intérét (Gabrielsen et Huet, 1993). Ce fragment est incubé avec 1’extrait
protéique pour que le facteur se lie avec le fragment. Ce mélange est ensuite mis en
présence de billes enrobées de streptavidine (Dynal Biotech) capables de lier la biotine. Il
est ainsi possible de soustraire le facteur lié au fragment des autres protéines présentes dans
|’extrait. Avec cette approche, deux bandes ont été envoyées pour analyse en spectroscopie
de masse (figure 5.6). La comparaison des résultats obtenus avec les fragments d’intérét (67
pb et PsHiB-112 pb) et un fragment contréle ne nous a pas permis d’identifier le facteur

agissant sur le motif de 16 pb. Ceci est dii @ une limitation expérimentale provenant de la
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Bande #1 - =
| 67 bp PsHiB-112 bp Ctrl
facteur d'élongation Tu
lisoform 1 de ératéine TAR liant I'ADN
N-mvc

protéine de liaison a 'ADN TAR

protéine hypothétiqgue LOC432987

protéine inconnue 12845960=ribonucléoprotéine nucléaire A3
protéine inconnue 12859782

protéine inconnue 26324736

protéine inconnue 26325118

protéine inconnue 74195737

protéine inconnue 74200533

protéine inconnue 74204203=facteur d'élongation eucaryotigue
protéine mKIAA1991 _
ribonucléoprotéine nucléaire A/B
ribonucléoprotéine nucléaire D

Bande #2

facteur d'élongation Tu

protéine ribosomale S3

proteine hypothétigue LOC319555

protéine hypothétigue LOC432937

protéine inconnue 12851918=protéine ribosomale S4 du 405
protéine inconnue 12859567 =ribonucléoprotéine A0

protéine inconnue 12859782

protéine inconnue 26324736

protéine inconnue 26354020
protéine ribosomale S2 du 40S
represseur transcriptionnel SIN3B

ribonucléoprotéine nucléaire A1=TIS

rib.onuclg’ogrotéine nucléaire A2/B1
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préparation de I’extrait protéique qui présente beaucoup de liaisons non spécifiques
(Tableau 5.1). Une autre approche consisterait a utiliser la technique du « Yeast-One-
hybrid » avec le fragment PsHiB-112 pb ou le motif de 16 pb comme appat couplé a un
geéne rapporteur pour cribler des banques d’expression riches en protéines 4 domaine

homéo.

En plus des constructions étudiées dans le chapitre 3, il pourrait étre informatif
d’étudier I"impact de la délétion du motif de 16 pb dans le contexte d’un MES entier et de
comparer les effets obtenus avec ceux rapportés avec la construction 2 du chapitre 2

(délétion du fragment PsHi-331 pb).

5.2.4.3 L’action du MES est spécifique au promoteur proximal du géne
Hoxa5

Parallélement aux résultats de caractérisation des éléments régulateurs inclus dans le
MES et nécessaires au positionnement de la frontiére postérieure du domaine d’expression
du géne Hoxal, différents résultats suggerent une spécificité d’action du MES pour le
promoteur proximal du géne Hoxa5. En effet, lorsque le MES est testé pour sa capacité a
activer le promoteur hétérologue hsp68 (construction 8 dans Larochelle et al., 1999), le
patron d’expression des transgenes differe de celui observé dans nos études puisqu’il
présente une expression qui s’étend jusqu’a 1’extrémité caudale de I’embryon. Le méme
phénomeéne a été observé lors de 1’étude de ’activité promotrice du promoteur distal du
géne Hoxa5 et du promoteur du gene Hoxa6 (figure 5.2, S. Tabariés et L. Jeannotte, non
publié). Ceci suggere, comme cela a été rapporté pour de nombreux génes Hox (Section
1.2.2.1.1.1), une action sélective du MES pour le promoteur proximal du géne Hoxa5

dirigeant une expression restreinte a la région pv3-pv10.

I.’ensemble de cette étude sur la régulation du gene Hoxa5 démontre la complexité
de la régulation des geénes Hox. Dans le cas du géne Hoxa3, la régulation fait intervenir
plusieurs séquences régulatrices, certaines pouvant étre partagées avec le gene Hoxa4. De
plus, chaque séquence régulatrice étudiée individuellement présente également une grande
complexité avec Iimplication de plusieurs éléments internes et 1’action de nombreux

facteurs agissant en frans. Les génes Hox étant essentiels au développement correct des
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individus, cette complexité est rendue nécessaire pour s’assurer du contréle spatio-temporel
adéquat de |’expression des genes Hox. De ce fait, I’étude de la régulation des genes Hox
doit se poursuivre pour améliorer la compréhension des mécanismes impliqués dans la

restriction de leur expression spatio-temporelle.

5.3. La mutation conditionnelle du géne Hoxa5

La caractérisation des souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa’s menée
dans le laboratoire a montré que la perte de fonction du geéne Hoxa$ résulte en des
transformations du squelette axial (entre la troisiéme vertébre cervicale et la deuxiéme
vertebre thoracique) ainsi qu’en une mortalité périnatale élevée attribuable a une
dysmorphogenese du systeme respiratoire (Jeannotte et al., 1993 ; Aubin et al., 1997). De
méme, la perte de fonction du géne Hoxa5 cause des anomalies qui affectent le systéme
digestif (Aubin et al.,, 1999), la glande thyroide (Meunier et al., 2003), les glandes
mammaires (Garin et al., 2006) et la ceinture scapulaire (Aubin et al., 1998 ; 2002b).

Dans le chapitre 4, nous avons présenté la génération d’un mutant conditionnel pour
le géne Hoxal. Les résultats de la caractérisation du phénotype associée aux différents
variants alléliques révele que la stratégie utilisée pour 1’obtention de ces souris est efficace.
En effet, aucune protéine Hoxa5 n’est produite chez les individus mutants pour lesquels les
séquences de I’exon 2 du géne contenant la boite homéo sont supprimées (Hoxa5™) par
croisement des individus avec une souris exprimant la recombinase Cre agissant dans tous
les tissus embryonnaires de fagon précoce lors du développement (Chapitre 4, figure 4.1).
D’autre part, cette stratégie permet la génération de variants alléliques contenant ou non la
cassette de sélection. L’étude de la survie de ces différents variants alléliques montre une
mortalité périnatale, présentée au tableau 4.1 du chapitre 4, qui n’est associée qu’a I’allele
mutant (Hoxa5“) et a Ialléle contenant la cassette de sélection (Hoxa5"™). Cette
mortalité, d’environ 50%, est comparable & celle observée pour les individus Hoxa5™ dans

floxneo semble

un environnement génétique mixte. La mortalité observée pour 1’allele Hoxa’
attribuable au maintien de la cassette de sélection dans la séquence intronique du géne
Hoxa$5. De fait, Ialléle Hoxa5"™™° se comporte comme I’alléle Hoxa5". Chez ces

individus, tout comme chez les individus Hoxa5'/', la production du transcrit fonctionnel de
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1.8 kb est affectée et aucune protéine HoxaS n’est produite (Chapitre 2, figure 4.1). Par
ailleurs, 1’étude des transcrits associés aux différents variants alléliques révele que de
nouveaux franscrits sont produits a partir des alleles Hoxa5"™ et Hoxa5®. Toutefois,
aucun des transcrits détéctés n’est d’une longueur explicable par les modifications de
séquences associées a ces variants alléliques. Comme le site de polyadénylation utilisé par
les différents transcrits HoxaJ3 est absent chez les individus Hoxa5NA, il est raisonnable de
penser que les transcrits détéctés chez ces individus proviennent de I’apparition de sites
d’épissages cryptiques subséquente a 1’évenement de recombinaison. De méme, le mainiten
de la cassette de sélection au sein du locus du géne Hoxa5 peut provoquer ’apparition de
sites d’épissage cryptiques. Une caractérisation de ces nouveaux transcrits permettrait de
confirmer cette hypothése. Nous avons aussi montré que la mortalité périnatale associée aux
alléles Hoxa5", Hoxa5"™°, Hoxa5" résulte d’un défaut du développement pulmonaire
(Chapitre 4, figure 4.2). La pénétrance de ce phénotype est compléte mais son expressivité
variable expliquant que certains individus puissent survivre. De la méme fagon, I’¢tude des
squelettes démontre que les individus homozygotes pour les alléles Hoxa5"™ et Hoxa5"
présentent des transformations similaires 4 celles décrites chez les individus Hoxa5™" soit
une transformation d’antériorisation de C6 en C5, de postériorisation de C7 en T1 et de T1
en T2 (Chapitre 4, tableau 4.2) ; (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998). Par ailleurs, les
individus Hoxa5*"* et Hoxa3""MX" ani survivent sont fertiles. Cette étude a donc
entrainé la génération de deux nouveaux alléles mutants pour le géne HoxaJ, les alleles
Hoxa5" ™ et Hoxa5" qui reproduisent le mutant nul déja existant. Ainsi, les trois alleles
mutants pour la fonction du gene Hoxa5 ont en commun d’étre caractérisés par une absence
de production de protéine Hoxa5 résultant d’une perte d’expression du transcrit fonctionnel
de 1.8 kb. Ceci occasionne une altération du développement pulmonaire qui entraine une

mortalité périnatale.

Par ailleurs, aucune mortalité périnatale n’est associée a I’alléle conditionnel
(Hoxa5") qui se comporte comme 1’allele de type sauvage malgré la présence de sites
loxP et d’un site frt (Chapitre 4, tableau 4.1). De la méme fagon la transcription associée au
locus du géne Hoxa3, la production de protéine Hoxa3, le développement pulmonaire et la
spécification du squelette axial sont normaux chez ces individus Hoxa 3"V (Chapitre

4).
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Tel que décrit 4 la section 1.4, le maintien de la cassette de sélection peut avoir des
conséquences sur |’interprétation des phénotypes. En effet, ’organisation des complexes
Hox est hiérarchisée et la destruction d’un locus peut interférer avec le contréle
transcriptionnel des génes environnants (Olson et al., 1996). 1l n’est donc pas impossible
que le phénotype observé pour les individus Hoxas "™ soit une combinaison d’une
interférence transcriptionnelle du gene Hoxa$. De plus, une compétition de 1’activité des
¢léments régulateurs entre le promoteur du geéne ciblé et le promoteur du geéne de sélection
ne peut étre exclue. Dans le cas de Pallele Hoxa5"™, le phénotype de mortalité périnatale
est comparable & celui des individus Hoxa3™. Chez ces derniers, seule ’expression du court
transcrit est perdue le long de la colonne prévertébrale entre pv3 et pv10 (Aubin et al.,
1998). Or ce domaine d’expression est spécifiquement dirigé par le MES situé en 3’ du
géne. Chez les individus Hoxa5'/', une action du MES sur le promoteur de la cassette de
sélection utilisée a été suggérée (Aubin et al., 1998). Comme aucun transcrit de 1.8 kb n’est

ghloxneoffloxneo 41 o5t envisageable que les phénotypes

produit chez les individus Hoxa
observés chez ces individus soient dus a une perturbation spécifique de 1’expression du
transcrit court liée a la présence de la cassette de sélection. En effet, cette cassette de
sélection contrélée par un promoteur PGK se trouve située entre le MES et le promoteur
proximal. De ce fait, le MES agirait sur le promoteur de la cassette de sélection et non sur
le promoteur proximal du géne Hoxa5 entrainant une perte d’expression du gene dans la
région comprise entre pv3 et pv10. Il serait donc intéressant d’étudier la production des
transcrits Hoxa3 et néomycine chez les animaux porteurs des différents variants alléliques
par hybridation in situ pour déterminer |’expression spatio-temporelle des transcrits
associés aux différents variants. Enfin, les phénotypes rapportés pour les individus
Hoxastoxneoloxneo grant comparables, notamment au nivean du squelette axial, & ceux des
individus Hoxa5™® et Hoxa5™", il semble que le maintien de la cassette de sélection
n’interfere qu’avec la fonction du géne Hoxa5 et non avec celle des génes environnants. En
effet, chez les individus Hoxa5", aucune altération de 1’expression du géne voisin Hoxa4
n’est observée (Aubin et al., 1998). Toutefois, une éventuelle interférence du maintien de la
cassette de sélection sur I’expression des geénes voisins du géne Hoxal pourrait étre étudice
par hybridation in situ pour déterminer I'expression spatio-temporelle des transcrits

associés aux genes Hoxa4, Hoxa6 et/ou Hoxa7.
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La mutation conditionnelle est maintenant établie dans le laboratoire. La
caractérisation a été entreprise dans un environnement génétique mixte par croisement des

floxed/ N : . )
loxed/floxed ayec une lignée de souris exprimant la Cre recombinase sous le

individus Hoxa$
contrdéle du promoteur du géne Sox/I (Hayashi et al., 2002). Ainsi, cette souris exprime
spécifiquement la Cre recombinase dans les tissus dérivés de 1’épiblaste soit dans tous les
tissus embryonnaires. Les individus obtenus sont alors directement comparables aux
individus Hoxa5" car tous présentent une mutation du géne dés les premiers stades du
développement. Les résultats ainsi obtenus, présentés au chapitre 4, reproduisent ceux
rapportés pour les individus Hoxa5”. Cependant, nombre des phénotypes rapportés pour les
individus Hoxa5" proviennent d’études dans un environnement génétique 129 SvEv
(Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1998; Aubin et al., 2002a; Meunier et al., 2003; Garin et
al., 2006). Afin d’étudier ces phénotypes de fagon similaire, I'introduction des différents

alleles dans un environnement 129 SvEv est en cours.

Par ailleurs, cet outil puissant va permettre 1’é¢tude temporelle des phénotypes
associés a la perte de fonction du géne Hoxa5 en croisant les souris porteuses de 1'allele
Hoxa5"™* avec des souris exprimant la Cre de fagon inductible. Par exemple, I’expression
de la Cre sous le contréle du récepteur aux oestrogeénes peut étre induite par injection
d’anti-cestrogéne comme le tamoxifen (Imai et al., 2001; Metzger et al., 2005). Ainsi, dans

floxed ot de la Cre recombinase inductible, I’injection

des souris porteuses de 1’allele Hoxas
de tamoxifen a différents stades du développement permettra de mieux appréhender

I’aspect tempore! de la fonction développementale du géne Hoxas.

L’étude des individus HoxaS™ a également révélé 1'implication du géne dans de
nombreux processus d’organogenése (Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1999; Aubin et al.,
2002a; Meunier et al., 2003; Garin et al., 2006). L étude spécifique et individuelle de ces

5d avec des souris exprimant la

phénotypes pourra étre menée en croisant ’alléle Hoxa
Cre recombinase sous le contréle de promoteurs spécifiques a ces différents organes.
Toutefois, le géne Hoxal est majoritairement exprime de fagon meésenchymale et il existe
donc des restrictions expérimentales liées a la disponibilité de souris exprimant la Cre
recombinase dans ces tissus. Certaines lignées peuvent étre envisagées, telles les souris

exprimant la Cre recombinase sous le contrdle de la protéine spécifique des fibroblastes
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(Fspl-Cre), qui devrait permettre la délétion du géne dans les fibroblastes du stroma
interstitiel des tissus matures (Bhowmick et al,, 2004). Les souris exprimant la Cre
recombinase sous le contréle du promoteur du géne codant pour le collagéne type (I)-alpha
2 permettraient la mutation spécifique du géne Hoxa5 dans les cellules fibroblastiques de
nombreux organes et notamment au niveau du parenchyme pulmonaire et du mésenchyme
intestinal (Florin et al,, 2004). Enfin, il serait également intéressant d’étudier

floxed/floxed avec des

spécifiquement le phénotype stomacal en croisant les individus Hoxas
souris exprimant la Cre recombinase sous le contréle des régions promotrices du géne

Nkx3-2 (Bapx1) qui agit au niveau du mésenchyme gastrique (Takamoto et al., 2005).

De fagon indépendante, il serait possible de s’affranchir de la restriction liée a la
disponibilité des souris exprimant la Cre recombinase de fagon adéquate pour I’étude de la
mutation du géne en tirant partie des travaux sur la régulation du géne Hoxa5 menés dans le
laboratoire. 11 est ainsi envisageable de générer des souris exprimant spécifiquement la Cre
sous le contréle des séquences régulatrices du gene Hoxa5. Ainsi, une fois clairement
définis, les éléments spécifiques a 1’expression du géne Hoxa5 dans le poumon et/ou
I’intestin permettraient de muter spécifiquement le géne dans les tissus de ces organes ol le

gene est normalement exprimé.

5.4. Conclusion

Les travaux présentés dans cette theése ont permis de révéler I'importance de
plusieurs séquences incluses dans la région MES impliquées dans la restriction postérieure
de l'expression du géne Hoxa5. Ces mémes travaux ont amené a de nombreuses
observations qui démontrent la complexité du MES qui, en plus d’étre responsable de la
définition du domaine fonctionnel du géne Hoxal, contient de nombreuses séquences
participant dans 1’expression spécifique du géne dans différentes structures de I’organisme
lors du développement embryonnaire. Il appert donc que le MES est loin d’avoir livré tous
ses secrets et beaucoup reste encore a découvrir a son sujet. L’ensemble des résultats

obtenus sur le MES ont permis 1’établissement d’un modéle présomptif d’action du MES
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pour restreindre I’expression du gene Hoxa$ a la région pv3-pv10 qui est présenté a la

figure 3.7 du chapitre 3.

D’autre part, la génération du mutant conditionnel du géne Hoxa3 offre un nouvel
outil pour I’é¢tude de la fonction du gene qui devrait s’avérer trés utile pour le laboratoire
dans les années a venir. [l pourra, je ’espere, aider a ’identification des geénes cibles du
géne Hoxa5 ainsi que les cascades de signalisation au sein desquelles il est impliqué. Ces
données permettront alors d’ameéliorer la compréhension de la fonction d’un géne aussi

important que ’est le géne Hoxas.

Par ailleurs, outre les résultats obtenus et présentés dans cette thése, ces années de
recherche au doctorat m’ont permis de vérifier, parfois a mes dépends, le proverbe chinois

suivant qui, bien qu’énoncé il y a quelques siécles, s’avere toujours fondé :

JJENTENDS ET J’OUBLIE
JE VOIS ET JE RETIENS
JE FAIS ET JE COMPRENDS

Philosophe chinois
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