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RESUME

Les génes Hox codent pour des facteurs de transcription orchestrant l'identité antéro-
postérieure du plan corporel des animaux & symétrie bilatérale. La souris Hoxa5”" a permis
de démontrer que ce gene joue un réle primordial dans la spécification des squelettes axial et
appendiculaire, ainsi que dans I'ontogénie de plusieurs organes. A l'aide d'une approche de
transgenese et de délétions successives de la séquence intergénique Hoxa4-Hoxa3, j'ai
identifié deux éléments régulateurs responsables de l'expression du gene Hoxas dans les
systemes respiratoire et digestif: un fragment d'ADN Ncol-Sacl de 163-pb possédant une
activité de type activatrice et dirigeant l'expression au niveau du poumon, de l'estomac et de
l'intestin, de méme qu'un fragment Xbal- BssHII de 259-pb, nécessaire a une expression
complete du gene Hoxas au niveau du systeme digestif. Des expériences de retard sur gel
(EMSA) et dimmunoprécipitation de la chromatine (ChIP) m'ont permis de démontrer la
liaison du facteur de transcription YY1 a ces deux séquences d'ADN. En mutant ses sites de
liaison dans un contexte de transgenese, j'ai mis en évidence le réle de YY1 comme activateur
transcriptionnel du géne Hoxab dans les organes. 1l s'agit d'ailleurs d'un des rares exemples
ou la protéine YY1 ne réprime pas l'expression des genes Hox. J'ai également appliqué la
technique de ChIP pour confirmer que les facteurs de transcription a boite homéo CDX4 et
HOXBO se lient tous les deux au fragment d'ADN Avrll-Fco47111 de 164-pb situé a l'intérieur
de 1'¢lément MES. J'ai donc montré que la protéine HOXBO participe a restreindre
caudalement l'expression du geéne Hoxa5 au niveau de la prévertebre 10, supportant ainsi le

concept de prévalence postérieure.

De plus, j'ai généré deux lignées de souris transgéniques exprimant la recombinase
Cre sous le contréle de deux combinaisons de séquences régulatrices identifiées du gene
Hoxas. Ces lignées ont €té caractérisées et fournissent de nouveaux outils utiles pour étudier

la fonction de différents génes dans certains tissus le long de 1'axe antéro-postérieur.

Enfin, le locus Hoxa5 produit 4 trasncrits de 1.8, 5.0, 9.5 et 11-kb de longueur se
chevauchant et pouvant produire une protéine in vifro. Cependant, j'ai démontré que seul le
court transcrit de 1.8-kb, correspondant aux deux exons connus du géne HoxaJ, génere une
protéine associée a la fonction du gene in vivo. Les différents résultats obtenus seront

présentés et discutés.
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ABSTRACT

Hox genes encode transcription factors, which orchestrate bilaterian anteroposterior
patterning. Using Hoxa5”~ mice as model, we have demonstrated that this gene plays a key
role in axial and appendicular skeletal patterning as well as in the formation of several organs
such as the respiratory and digestive tracts. Using a transgenesis approach and successive
deletions in the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region, I have identified two distinct regulatory
elements responsible for Hoxa3 expression in respiratory and digestive tracts: a 163-bp Ncol-
Sacl DNA fragment having enhancer activity that drives expression in lung, stomach and
intestine, and a 259-bp Xbal-BssHII fragment necessary for a complete Hoxa5 digestive tract
expression. Electrophoretic mobility shift (EMSA) and chromatin immunoprecipitation
(ChIP) assays have demonstrated the capacity of the YY1 transcription factor to bind these
two DNA sequences. By mutating its binding sites in a transgenesis context, I have
highlighted the transcriptional activator role of the YY1 protein in Hoxa5 organ expression,
which is very interesting since few examples of Hox gene activation by YY1 are reported in

the literature.

I'have also generated two transgenic mice lines expressing the Cre recombinase under
the control of two combinations of identified regulatory sequences. These lines have been
charaterized and provide useful genetic tools to study gene function in specific tissues along

the anteroposterior axis.

I have also applicate ChIP technology to demonstrate the in vivo binding of CDX4
and HOXB9 homeobox transcription factors to the 164-bp Avrll-Eco47111 DNA fragment
included in the MES regulatory element. Consequently, I have shown that the HOXB9
protein caudally participates to restrict the Hoxa5 gene expression at the level of prevertebra

10, which supports the posterior prevalence concept.

Finaly, the Hoxa5 locus encompasses 4 overlapping transcripts of 1.8, 5.0, 9.5 and
11.0-kb that can produce a HOXAS protein in an in vifro context. However, 1 have
demonstrated that only the short transcript of 1.8-kb corresponding to the two known Hoxas
gene exons is transcribed into an in vivo HOXAS protein associated to the gene function.

Data will be presented and discussed.
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CHAPITRE I: INTRODUCTION

La fascination de I'étre humain pour la genése de la vie ne date pas d'hier. Déja dans
la Grece antique, les grands penseurs de 1'époque <étaient tourmentés par des
questionnements fondamentalement philosophiques tels que : "Qui sommes-nous et d'ou
venons-nous?" D'ailleurs, c'est Aristote (approximativement entre I'an 332 et 300 av. J-C)
qui fut le premier a avoir I'éclair de génie d'interrompre successivement la croissance d'un
nouvel ceuf de poule a chacun des vingt et un jours d'incubation pour y observer la
formation des organes principaux. Pére de I'embryologie en quelque sorte, il a été témoin
de l'extraordinaire processus au cours duquel une cellule unique, soit 1'ceuf fécondé ou
zygote, deviendra un organisme multicellulaire complexe suite a une série de divisions
mitotiques successives. 1l faudra toutefois attendre plusieurs siecles avant de comprendre
que le développement d'un tel organisme nécessite un controle hiérarchique de
l'information génétique menant a l'expression diftérentielle selon un profil spatio-temporel
précis des genes sélecteurs. En tant que bons descendants spirituels d'Aristote, plusieurs
chercheurs de partout sur la planete se donnerent donc comme mandat d'élucider les
différents mécanismes moléculaires derriere la régulation pointue de la cascade
d'événements génétiques responsables de la spécification anatomique, grace a l'utilisation
de divers modeles d'étude ayant chacun leurs forces et leurs faiblesses. Tout ¢a pour
qu'ultimement notre intérét concernant les mécanismes a l'origine de la vie nous permette

de mieux comprendre différentes pathologies et ainsi repousser I'heure de notre mort.

La simplicité d'utilisation de la drosophile (mouche du vinaigre ou Drosophila
melanogaster) comme modele d'étude, ainsi que le haut niveau d'homologie entre son
bagage génétique et celui des mammiferes, a permis de faire des pas de géant dans
l'identification de genes essentiels au développement embryonnaire. Parmi tous ces génes
indispensables, les genes Hox (appelés HOM chez la drosophile) font probablement partie
des plus connus. Cette famille de geénes hautement conservés dans tout la clade des
métazoaires, code pour des facteurs de transcription jouant un role clef dans I'établissement
de l'identité structurale le long de 1'axe antéro-postérieur (AP), notamment au niveau du
squelette axial, du squelette appendiculaire, de méme que dans l'ontogénie de nombreux

organes. L'expression des génes Hox au cours du développement embryonnaire est



contrblée de maniére spatio-temporelle par la combinaison d'éléments régulateurs qui
agissent en cis et en frams, permettant ainsi [’établissement du profil dynamique
d’expression de chaque géne Hox. Bien que l'on sache actuellement que la régulation
raffinée de I’expression des génes Hox a l'intérieur de leur complexe respectif est orchestrée
via le partage, la compétition et la sélectivité de séquences d’ADN définies pour les
promoteurs de génes Hox spécifiques, plusieurs incertitudes demeurent en ce qui concerne
les subtilités liées a leurs mécanismes d'action. Par ailleurs, 1'état actuel de la recherche sur
les genes Hox consiste a établir précisément leur positionnement au sein des cascades

signalétiques les impliquant, tant durant I'embryogenese qu'apres la naissance.

La Dre Lucie Jeannotte s'inscrit dans la veine des chercheurs qui se penchent sur la
compréhension des geénes Hox sous toutes leurs facettes. Le laboratoire s'intéresse
particuliérement au géne Hoxa5 qui, de part sa position centrale au sein de son complexe
et de son rdle capital dans 1'organogenése, en fait un bon modele dans I'étude des genes
Hox en général. Les projets entrepris dans le laboratoire en utilisant la souris comme
modele peuvent étre regroupés a l'intérieur de trois principaux axes de recherche. Tout
d'abord, il s'agit de bien comprendre la fonction du géne Hoxa5 durant I'embryogenése.
Ensuite, nous tentons de clarifier son réle postnatal. Ces deux questions sont adressées
principalement en utilisant la souris mutante Hoxa3”~ (Jeannotte ez al., 1991, 1993) grace
a laquelle la fonction du géne Hoxa5 dans la formation du squelette axial (Jeannotte ef al.,
1993; Aubin et al.,1998), du squelette appendiculaire (Aubin et al.,2002b; Mclntyre et al.,
2007) ainsi que dans l'ontogénie de divers organes (Aubin ef al, 1997, 1999, 2002a;
Meunier et al., 2003; Garin ef al., 2006, Mandeville et al., 2006; Gendronneau ef al.,2010;
Gendronneau ef al.,2012; Boucherat et al., 2012) a été mise en évidence. Enfin, le troisieéme
axe de recherche concerne 1’étude des mécanismes de régulation qui gouvernent
l'expression spatio-temporelle du géne Hoxa5. Une approche de transgenése chez la souris
a permis d'identifier quatre grandes régions régulatrices (Tuggle ef al., 1990; Larochelle et
al., 1999; Nowling ef al., 1999; Moreau et Jeannotte, 2002; Tabaries ef al., 2005). Les

résultats obtenus et discutés dans ma these font majoritairement partie de cet axe.

Voici donc le canevas du chapitre d'introduction présenté dans le cadre de ma these.

Je débute par un survol des génes homéotiques chez la drosophile (section 1.1). Ensuite, je



résume les diftérentes fonctions des genes Hox chez les mammiferes (section 1.2). Le corps
de l'introduction consiste en une revue exhaustive des mécanismes de régulation contrdlant
l'expression des geénes Hox (section 1.3). Apres quoi j'aborde les connaissances concernant
les fonctions et la régulation de I’expression du gene Hoxa5 (section 1.4). Enfin, je décris

les différents objectifs inhérents a mon projet de recherche au doctorat (section 1.5).

1.1 La drosophile

1.1.1 L'émergence de la génétique développementale

Cette histoire commence avec un zoologiste anglais nommé William Bateson qui
défendait en 1884 une these a la fois rigoureuse et révolutionnaire sur les variations
discontinues intitulée Materials for the Study of Variation Treated with Especial Regards
fo Discontinuity in the Origin of Species. Lorsqu'en 1900 il prend connaissance des travaux
de Johann Gregor Mendel, il confirme les lois mendéliennes, présente ses résultats et les
défend en Grande-Bretagne en 1902 dans Mendel's Principles of Heredity, ou il observe
leur application aux animaux ainsi qu'aux maladies humaines héréditaires. C'est en croisant
des drosophiles qu'il en trouve une morte avec une paire de pattes en guise d'antennes
(Figure 1.1). Il décide alors d'appeler "homéose" le phénomene de changement d’identité
des segments qu'il décrit comme: "something is changed into the likeness of something else".
Enfin, nous lui devons les termes : génétique, hétérozygote (HT), homozygote (HM) et

épistasie.

Les années 1900 marquerent le début de l'ascension en popularité¢ des études
menées sur la drosophile, ou des généticiens comme Thomas Hunt Morgan qui cherchaient
un organisme modele peu dispendieux se reproduisant rapidement et s'entreposant
facilement, s'en servirent pour écrire en 1919 The Physical Basis of Heredity. Aidé de
Calvin Bridges, ils furent les premiers a décrire une mutation homéotique isolée qu’ils
appelerent bithorax (Bx) (Bridges et Morgan, 1923), ou le troisiéme segment thoracique
avait pris l'identité du deuxieme. Enfin, il faut attendre les années 40 avant qu'Edward Bok
Lewis commence a étudier le pseudo-allélisme en utilisant le complexe BX-C comme

systéme modele. Il découvrit plus d’une centaine de mutations homéotiques chez



Figure 1.1: (a) Drosophile de type sauvage ou l'on observe une téte normale avec des
antennes. (b) Drosophile mutante pour le gene Antennapedia (Antp) ou la téte présente des
pattes au lieu des antennes (tirée de Science VU/Dr. F. Rudolph Turner/Visuals Unlimited,

Inc. Autorisation regue de la part de(s) auteur(s).)
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drosophile (Lewis, 1978).

La drosophile comporte plusieurs segments céphaliques, trois segments
thoraciques, huit segments abdominaux et dérive d’un embryon entierement segmenté.
L'embryogenése comporte 17 stades répartis sur 22 heures (Hartenstein, 1993). De plus,
chacun de ses segments possede son identité propre, c'est-a-dire que 1'on retrouve des pattes
sur le premier segment thoracique, alors que 1'on observe a la fois des pattes et des ailes sur

le second, et des pattes ainsi que des halteres sur le troisiéme.

1.1.2 Segmentation antéro-postérieure

L'établissement de la segmentation antéro-postérieure de I’embryon s'amorce au
stade 14, durant lequel les noyaux du blastoderme deviennent complétement enfermés par
la membrane plasmique. La synchronie mitotique est subséquemment perdue, la
gastrulation débute et l'expression des genes zygotiques (aussi appelés genes de
segmentation), contrélés quant a eux par les génes a effet maternel, est augmentée. Cette
période critique du développement embryonnaire de la mouche s'appelle transition
maternelle-zygotique (MZT) (Edgar et Datar, 1996). Grace aux microtubules, I'ARNm
maternel Bicoid (Bd) peut étre transporté spécifiquement vers l'extrémité antérieure
(Berleth ef al., 1988) de I'embryon, tandis que I'ARNm maternel Oskar (Osk) se retrouve
a l'extrémité postérieure (Ephrussi ef al., 1991; Kim-Ha ef al., 1991). Les produits de ces
deux geénes génereront a leur tour trois gradients d'expression de facteurs de transcription:
Hunchback (Nusslein-Volhard et Wieschaus, 1980) qui est responsable des structures
antérieures, ainsi que Caudal et Nanos qui s'occupent des structures postérieures
(Macdonald et Struhl, 1986; Mlodzik et Gehring, 1987 ; Wang et Lehmann, 1991,
Dahanukar et Wharton, 1996). Enfin, I'activation des genes de segmentation par ces genes
a effet maternel induira le fractionnement de I'embryon en 14 parasegments
constitués de la partie postérieure et antérieure de segments adjacents (Martinez-Arias et

Lawrence, 1985).



1.1.2.1 Les génes gap

Chaque membre de cette famille est exprimé selon un profil correspondant a une
ou deux larges bandes chevauchant plusieurs segments futurs (Knipple ef al., 1985; Dalton
et al., 1989; Mohler et al.,1989; Pignoni ef al., 1990; Capovilla ef al., 1992), et 1'absence
de segments contigus est observée chez les individus mutants pour ces genes (Nusslein-
Volhard et Wieschaus, 1980). Les genes Gap antérieurs nécessaires au développement de
la téte et du thorax sont: Hunchback (Hb), Ocelliless (Oc), Empty spiracles (Ems) et
Buttonhead (Btd). Le géne Kruppel (Kr) fagonne les segments thoraciques, tandis que les
genes Knirps (Kni) et Giant (Gt) sont exprimés au niveau des futurs segments abdominaux.
L'expression des genes Gap est stabilisée et maintenue par répression mutuelle (Jackle et
al., 1986; Harding et Levine, 1988). Enfin, la majorité des facteurs de transcription encodés

par ces genes sont des protéines a doigts de zinc.

1.1.2.2 Les génes de parité segmentaire (pair-rule)

Situés en aval des genes Gap dans la cascade développementale établissant 1'axe
AP de l'embryon de drosophile, ils sont le coeur du phénoméne de segmentation et
établissent la polarité a l'intérieur de chaque segment. Cette famille comprend sept
membres soit Hairy (H), Even-skipped (Eve), Runt, Fushi Tarazu (Ftz), Odd-paired (Opa),
Odd-skipped (Odd) ainsi que Sloppy-paired (Slp), qui divisent I'embryon en quatorze
parasegments ou les cellules positives pour chacun des génes de parité segmentaire sont
séparées de leurs voisines par une rangée de cellules négatives. Au final, on obtient un

embryon zébré le long de I'axe AP (Hafen ef al., 1984; Lawrence, 1992).

1.1.2.3 Les génes de polarité segmentaire

I existe huit membres connus de la famille des genes de polarité segmentaire. 1l
s'agit des génes engrailed, hedgehog, wingless, patched, armadillo, cubitus interruptus,
Sfused, gooseberry et pangolin. Toujours au sein de la cascade développementale mettant
en place l'axe AP de la drosophile, ils relayent le signal entre la fin du processus de
segmentation AP, régi par les genes de parité segmentaire, et le début du processus

d'établissement de l'identité AP propre a chaque segment qui est contrdlé par les génes



homéotiques sélecteurs. La mutation de ces genes cause généralement une délétion de
portions de chacun des segments et génere par la méme occasion l'image miroir des
segments résiduels qui coincident, ou alors des duplications en tandem de ces régions
(Nusslein-Volhard et Wieschaus, 1980; Perrimon et Mahowald, 1987, Martinez Arias et
al., 1988; Perrimon et Smouse, 1989).

1.1.3 Identité antéro-postérieure

1.1.3.1 Les génes homéotiques sélecteurs

Contrairement aux génes de segmentation décrits a la section précédente, les genes
homéotiques ne sont pas essentiels a la formation des différents segments corporels, mais
le sont plutdt pour assigner a ceux-ci une identité unique. (Lewis, 1978). Le fait qu'une
mutation dans un gene homéotique n'affecte pas le nombre de segments, mais bien son
identité, en est la preuve. Chez la drosophile, les disques imaginaux, structures
embryonnaires se développant de maniére semblable aux somites chez les mammiferes,
donneront naissance aux antennes, aux yeux, aux halteres, aux ailes ainsi qu'aux pattes. La
notion de «transformation homéotique» référe donc au changement de la destinée normale
des cellules d'un disque imaginal qui survient chez I'embryon. Les génes homéotiques de
la mouche, répondant également a I'appellation genes HOM, sont regroupés a l'intérieur de
deux complexes localisés tous les deux sur le bras droit du troisiéme chromosome (Lewis,
1978; Kaufman ef al., 1980). 1l s'agit des complexes Bithorax (BX-C) et Antennapedia
(ANT-C). Le complexe Bithorax englobe trois genes homéotiques soit Ultrabithorax (Ubx),
Abdominal-A (Abd-A) et Abdominal-B (Abd-B) (Lewis, 1978; Bender ef al., 1983; Karch
et al., 1985; Sanchez-Herrero et al., 1985; Tiong et al., 1985). Ces trois génes controlent
l'identité des parasegments 5-13, soit respectivement le troisieme segment thoracique dans
le cas du gene Ubx, ainsi que les segments abdominaux en ce qui concerne les génes Abd-
A et Abd-B. Les loci homéotiques regroupés dans le complexe Antennapedia correspondent
aux genes Labial (Lab), Proboscipedia (Pb), Derformed (Dfd), Sex combs reduced (Scr)
and Antennapedia (Antp) (Lewis et al., 1980a, 1980b; Wakimoto et Kaufman, 1981;
Merrill et al., 1987). Quant a ces cinq genes, ils modulent I'identité régionale des structures

antérieures au cinquieme parasegment, c'est-a-dire que les genes Lab, Pbvet Dfd s'occupent



des segments céphaliques, tandis que les genes Scr et Antp se chargent des deux premiers

segments thoraciques.

De plus, la technique d'hybridation in sifu de 'ARNm a permis de détecter les
transcrits propres a chacun des différents genes HOM a l'intérieur de leur site d'expression
embryonnaire spécifique, tels que représentés a la Figure 1.2 (Harding ef al., 1985; Akam,

1987).

Enfin, les travaux d'Edward Bok Lewis auront permis de mettre en évidence deux
fascinants concepts qui seront abordés davantage ultérieurement. Tout d'abord, il révéla la
corrélation directe entre 1'ordre organisationnel des genes HOM au sein du chromosome 3
et leur profil d'expression le long de I'axe AP, communément appelé principe de colinéarité
(section 1.2.3). Sa deuxieme observation fut que la perte du complexe BX-C transforme en
deuxieme segment thoracique tous les segments postérieurs a ce dernier. De plus, comme
les mutations affectant la fonction spécifique d'un segment causaient des transformations
homéotiques au niveau du segment non affecté le plus antérieur, il conclut que le devenir
de la structure dépendait du signal postériorisant. Ces observations initiales ouvrirent la
porte au concept de prévalence postérieure (section 1.3.3). Fait intéressant, la mutation du
gene Scr engendre aussi bien une antériorisation du deuxiéme segment thoracique en
premier segment thoracique, qu'une postériorisation des structures labiales en structures
maxillaires (Wakimoto et Kaufman, 1981; Struhl, 1983; Pattatucci ef al., 1991; Pederson
et al., 1996).

1.1.3.2 La structure des protéines codées par les génes Hom

Tous les genes Hom possedent une séquence de 180 pb hautement conservée a 90
% d'homologie entre tous les animaux bilatéraux, appelée boite homéo, codant pour un
domaine protéique de 60 acides aminés (aa), appelé domaine homéo, dont la conformation
de genes cibles. En effet, c'est grace a I'organisation des trois hélices a du domaine homéo
en motif de type hélice-boucle-hélice (HLH) (Desplan e a/., 1985; Hoey et Levine, 1988),
que les protéines HOM sont en mesure de reconnaitre spécifiquement la séquence
nucléotidique minimale constituée des quatre nucléotides ATTA, et ainsi jouer son role de

facteur de transcription en activant ou réprimant les geénes cibles appelés genes effecteurs



Figure 1.2: (Centre) Représentation schématique des deux complexes de genes Hom (Hom-
(), soit les complexes Antennapedia (ANT-C) et Bithorax (BX-C). (Bas) Les différents
profils d'expression des genes Hom au niveau du blastoderme embryonnaire. Les
métameres sont numérotés de 1 a 14 et ceux qui sont plus foncés coincident avec les sites
ou l'expression est la plus forte. (Haut) Les différents profils d'expression des genes Hom
selon l'axe antéro-postérieur (AP) chez la drosophile adulte. (tirée de Carstens, 2004.

Autorisation regue de la part de(s) auteur(s).))
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(Affolter ef al., 1990). La boite homéo a ét€¢ mise en évidence en comparant la séquence
des génes Antp, Ubx et Ftz (McGinnis ef al., 1984; Scott et Weiner, 1984). De plus, le
pourcentage élevé d'homologie entre les domaines homéo des différentes protéines HOM
se traduit par une redondance fonctionnelle in vifro de liaison & I'ADN (Desplan et al.,
1988; Hoey et Levine, 1988; Kalionis et O’Farrell, 1993; Ekker ef al., 1994). Toutefois,
ces méme protéines dictent in vivo des identités régionales uniques aux futures structures,
ce qui souleéve la question: " Comment les protéines HOM reconnaissent et régulent-elles
de fagon spécifique différents genes cibles (Hayashi et Scott, 1990; Biggin et McGinnis,
1997) ? Deux modeles non mutuellement exclusifs se partagent I'explication, soit le modele

de liaison sélective et le modele d'activité régulée.

1.1.3.3 Le modéle de liaison sélective

Ce modele stipule que la spécificité de liaison des protéines a domaine homéo pour
leurs genes cibles dépend de la nature de ses cofacteurs. L'une des expériences clés qui a
servi a défendre ce modele fut réalisée sur le gene de parité segmentaire F7z. Ce géne, en
plus d'étre localisé dans le complexe ANT-C, possede une boite homéo hautement
conservée trés similaire a celle des genes Hom. De fagon intéressante, la délétion du
domaine homéo de la protéine FTZ n'affecte aucunement son activité (Fitzpatrick ef al.,
1992; Copeland er al, 1996, Hyduk et Percival-Smith, 1996). Par ailleurs, la seule
interaction de son cofacteur aFTZ-F1, capable de reconnaitre un motif sur l'extrémité N-
terminale de la protéine FTZ, est suffisante pour son recrutement aux promoteurs de ses
genes cibles (Guichet ef al., 1997). Un autre exemple implique le cofacteur Extradenticle
(EXD) qui est en mesure de modifier la structure de 1'homéoprotéine SCR afin que 2
chaines latérales d'aa basiques (impliquant Arg3 et His12) normalement inutilisées puissent
participer a la liaison a I'ADN (Joshi ef al., 2010). Enfin, il s'agit du mode¢le le plus accepté

et davantage d'exemples le renfor¢ant seront décrits chez les mammiferes (section 1.2.5).

1.1.3.4 Le modéle d'activité régulée
Ce modele se base principalement sur les observations relatives aux expériences de

pontages covalents ADN-protéines suite a une exposition aux rayons UV (Biggin et
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McGinnis, 1997; Liang et Biggin, 1998; Carr et Biggin, 1999). Effectivement,
I'immunoprécipitation des complexes ADN-protéines a domaine homéo aurait révélé une
large distribution de ces protéines sur les différents fragments testés. Donc, contrairement
au modele de liaison sélective ou le complexe protéique se forme avant que la protéine a
boite homéo ne se lie a la séquence de son gene cible, le modele d'activité régulée soutient
que la spécificité de liaison des homéoprotéines est dépendante des protéines qui, suite au
contact entre I'homéoprotéine et son geéne cible, viennent solidifier I'interaction via les sites
de liaison avoisinant. Par exemple, la protéine HOM Deformed (DFD) est en mesure de
reconnaitre in vivo le site de liaison a I'ADN de ses genes cibles, et ce méme en l'absence
de son cofacteur Extradenticle (EXD), une protéine a domaine homéo de la famille TALE.
Toutefois, 1'état activateur du facteur de transcription DFD ne serait enclenché que si la
protéine EXD se lie a proximité (Li et al., 1999). Enfin, les détracteurs de ce modele le
qualifient de réductionniste, puisqu'ils avancent que le nombre de molécules accessibles a
l'intérieur d'une cellule pour conférer une telle spécificité d'action est beaucoup trop faible
comparativement au nombre de sites de liaison pour les protéines HOM (Krause et al .,

1988; Nasiadka et al., 2000).

1.2 Les mammiféres

1.2.1 Conservation des génes homéotiques dans I'évolution

Les différentes analyses phylogéniques comparatives des séquences d'ADN des
genes homéotiques, appelés genes Hox chez les vertébrés, ont démontré un trés haut niveau
de conservation durant 1'évolution (Carrasco ef al., 1984; Duboule, 2007, DeRobertis,
2008; Gehring et al., 2009). En effet, un seul complexe ancestral de 6 genes (Hom-C),
organisé a partir de rondes successives de duplication du géne homéotique originel et
retrouvé chez les insectes primitifs, serait a I'origine de tous les génes Hox (Valentine et
al., 1996). Puis, suite a la complexification des organismes, notamment au niveau axial
avec l'apparition des chordés et des vertébrés, il y aurait eu deux rondes successives de
duplication des complexes en entier (Ruddle et al., 1994, Nam et Nei, 2005). Afin

d'acquérir les diversités morphologiques presque infinies retrouvées chez certaines especes
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de poissons, une derniere vague de duplication a fait passer le nombre de complexes Hox
de quatre a huit lors de l'apparition des téléostéens ou poissons a nageoires rayonnées
(Crow et al., 2006). Enfin, comme toutes ces duplications ont généré des génes ayant la
méme fonction et qu'ultimement les cellules tendent & ne pas dépenser de 1'énergie
inutilement (répliquer, transcrire et traduire des genes a redondance complete dans ce cas-
ci), il y a eu la perte de certains genes Hox au sein de leur complexe (Hoegg et Meyer,
2005). 11 existe aussi un autre modele pronant que les especes plus jeunes d'un point de vue
évolutif, comme les mammiferes par exemple, auraient également eu un ancétre avec huit
complexes Hox, protentiellement entre 1'ancétre des téléostes et les polypteres, et quiil y
aurait eu une ou plusieurs rondes de consolidation faisant passer a quatre le nombre de
complexes (Duboule, 2007). Dans ce modeéle, la complexité des organismes ne découle pas
de la duplication des complexes Hox, mais plutot de l'apparition d'éléments de régulation

globaux a effets longue distance.

Grace aux analyses d'homologies de séquence, plusieurs classes différentes de
genes Hox ont €té identifides. Parmi celles-ci, deux classes principales se distinguent : les
genes Hox de type Paired (Prd) et ceux de type Antennapedia (Antp). Cette derniere classe
peut également étre subdivisée en trois, soit les genes Hox, le complexe ParaHox et le
complexe NK (Garcia-Fernandez, 2005).Quant aux classes moins classiques, il s'agit des
genes Hox de type TALE, POU, LIM et SINE (Holland et Takahashi, 2005). Comme son
nom l'indique, la classe TALE pour " Three Amino acid Loop Extension" se distingue par

son domaine homéo qui compte 63 aa comparativement aux 60 retrouveés normalement.

L'importante conservation des genes homéotiques entre les espéces ne s'arréte pas
uniquement a leur structure protéique ainsi qu'a leur organisation génomique. En effet, la
découverte de la séquence correspondant a la boite homéo chez la drosophile a ouvert la
porte a l'étude des geénes homéotiques chez d'autres organismes modeles, puisque
l'utilisation de cette séquence comme sonde a dévoilé I'existence de génes Hox chez tous
les métazoaires étudiés jusqu'a aujourd'hui. Tout cela, additionné aux progres
technologiques en biologie cellulaire et moléculaire, ont permis de souligner également la
trés grande conservation au niveau de leur fonction (sections 1.2.6-1.2.8) et de la régulation

de leur expression (section 1.3).

14



1.2.2 Organisation des génes Hox

Trente-neuf génes Hox de type Anip sont retrouvés chez les mammiferes. Ils sont
organisés en quatre complexes (identifiés HoxA a D), lesquels sont situés sur quatre
chromosomes différents. 1l s'agit des chromosomes 6, 11, 15 et 2 chez la souris,
comparativement aux chromosomes 7, 17, 12 et 2 chez ’humain (Figure 1.3). Chacun des
genes Hox peut également étre classé dans un des treize groupes paralogues. Ces groupes
de génes paralogues ont été définis en fonction du degré d'homologie suite a I'analyse
comparative de leur séquence protéique, de méme qu'en fonction des propriétés
potentiellement équivalentes de leur protéine (Greer ef al., 2000). Il a aussi été proposé
qu'un complexe Hox agisse comme une untité fonctionnelle, appelée métageéne, ou aucun
des genes Hox ne peut exercer la fonction du complexe a lui seul (Duboule, 2007; Mainguy
et al, 2007). On compte entre neuf et onze genes Hox par complexe (McGinnis et
Krumlauf, 1992) ou chacun d'entre eux posséde au moins un paralogue dans un des autres
complexes ainsi qu'un équivalent, appelé orthologue, dans le complexe HOM-C de
drosophile. Au jour embryonnaire (E) 7.2, l'initiation de I'expression des genes Hox/ et
Hox2 se limite a la partie postérieure de la ligne primitive (PS), une région destinée a
devenir le mésoderme extra-embryonnaire. Cette expression précoce dans la partie
postérieure de 1'épiblaste ne concerne pas directement les structures embryonnaires axiales
et paraxiales, puisque celles-ci dérivent a la fois des cellules plus antérieures de la PS, de
méme que certaines cellules avoisinantes (Lawson ef al., 1991). Toutefois, 1'initiation
séquentielle de la transcription des genes Hox déterminera le moment précis ou les
domaines d'expression atteindront successivement la  partie antérieure de la PS,
communément appelée la région du nceud, a partir de laquelle il y aura extension des axes

embryonnaires (Forlani e al., 2003; Wacker et al., 2004).

Leur domaine s’étend aussi au tube neural ainsi qu'au mésoderme paraxial jusqu’a

ce qu’une frontiere rostrale prédéterminée par un gradient d'acide rétinoique (voir section
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Figure 1.3: (Haut) Représentation schématique des deux complexes ANT-C et BX-C de
genes HOM chez la drosophile, de méme que le chromosome sur lequel ils sont situés.
(Bas) Représentation schématique des quatres complexes de genes Hox chez la souris
(HoxA a HoxD), localisés respectivement sur les chromosomes 6, 11, 15 et 2. Les différents
genes Hox sont alignés verticalement en fonction de leur orthologue chez la drosophile,
aisni que leur groupe paralogue. La fléche noire symbolise le sens de la transcription de
méme que la relation de colinéarité entre l'organisation des geénes Hox au sein de leur
complexe et leur expression spatio-temporelle. (tirée de Aubin et Jeannotte, 2001.

Autorisation regue de la part de(s) auteur(s).))



Drosophile Chromosome

ANT-C —lab pb Dfd— Scr— Antp/+Ubx-abdA-AbdB— BX-C 3

I |
=
I

I
HoxA -XB A4 | A5 m— Am—s

HoxB —R:IBH - (IR B7

B8
HoxC m m | €10, [ C12 m— 15

Antérieur Postérieur

3 - §'

Précoce Tardive

17



1.3.4.1) soit atteinte (Deschamps et Wijgerde, 1993; Roelen et al., 2002; Oosterveen ef al.,
2003a). Par conséquent, la précision temporelle de l'activation des génes Hox lors des
étapes initiales de 1'établissement de leur domaine d'expression est cruciale pour dicter

l'identité régionale du profil corporel.

1.2.3 Principe de colinéarité

Tel qu'observée initialement pour les génes HOM chez la drosophile (Lewis, 1978),
la conservation de 1’organisation des genes Hox a I’intérieur de leur complexe reflete la
conservation de leur expression spatio-temporelle durant I’embryogenése (Krumlauf,
1994). En d'autres termes, les genes Hox situés plus en 3’ des complexes ont une expression
plus précoce et dans des domaines d’expression plus antérieurs que ceux situés en 5'. C'est
ce phénomene qu'on appelle la colinéarité et qui génere des domaines d'expression
restreints se chevauchant. Tout ¢a pour établir ultimement une adresse génétique,
déterminée par le ratio et la nature des protéines Hox présentes dans une région donnée,
qui modulera les caractéristiques spécifiques a cette méme région (Kessel et Gruss, 1991).
Cette adresse, aussi connue sous l'appellation "code Hox" serait potentiellement
responsable de la spécification des différentes structures embryonnaires le long des axes
(Duboule, 1998). Cependant, le programme précoce d'expression des genes Hox, transmis
a l'intérieur de la région du noceud, ne correspond pas au code Hox définitif transmis aux
cellules du mésoderme présomitique et du mésoderme de la plaque latérale (Eloy-Trinquet
et Nicolas, 2002; Forlani ef al., 2003). Selon le principe de colinéarité, il existe un lien
intime entre 1’arrangement chromosomique des geénes Hox et leur régulation spatio-
temporelle. Comme les cellules du neurectoderme possedent le méme génome que celles
du mésoderme présomitique et que toutes doivent interpréter le méme signal temporel en
coordonnées spatiales différentes, leur devenir structurel respectif doit étre influencé par
une régulation différentielle plus tardivement. Ces différents modes de régulation seront

abordés a la section 1.3.
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1.2.4 Spécificité et modifications post-traductionnelles

L'une des stratégies qui semblent étre utilisées par la cellule pour moduler la
spécificité d'action in vivo des protéines HOX, pouvant s'appliquer aussi bien au modele
de liaison sélective (section 1.1.3.3) qu'au modele d'activité régulée (section 1.1.3.4),
consiste a modifier la structure de ces protéines. La phosphorylation représente la
modification post-traductionnelle touchant les protéines Hox la mieux documentée. En
effet, des études biochimiques ont démontré que les protéines HOXAS et HOXBS
pouvaient étre phosphorylées (Odenwald er al., 1989 ; Wall et al., 1992). De fagon
intéressante, une étude in vivo a également montré le réle essentiel de deux motifs
phosphorylables, conservés chez les protéines HOX du groupe paralogue 10, pour remplir
leur role répresseur de la formation des cotes au niveau des vertebres lombaires (Guerreiro
et al., 2012). La modulation de la spécificité de liaison des protéines HOX controlée par
leur phosphorylation est un mécanisme conservé durant l'évolution, puisqu'on le retrouve
¢galement chez la mouche, notamment pour la protéine UBX (Taghli-Lamallem et al.,
2008). De plus, la phosporylation des résidus sérine/thréonine en position C-ter de la
protéine UBX serait effectuée par la Caséine Kinase 2 (CK2) afin d'empécher la répression

du gene Distal-less.

Quant aux autres modifications post-traductionnelles, trés peu de choses sont
connues jusqu'a maintenant. Dans un modele de cellules cancéreuses du sein, I'inhibition
de l'acétylation engendre une augmentation de la transactivation contrélée par la protéine
HOXB7. Toutefois, I'étude ne permet pas de discriminer entre un controle direct de sa
fonction protéique, indirect via l'acétylation d'un cofacteur protéique ou au niveau de la

chromatine méme modifiant ainsi I'accessibilité au site de liaison (Chariot e al., 1999).

1.2.5 Spécificité et cofacteurs de liaison

Les facteurs de transcription a domaine homéo de la classe TALE, mentionnés a la
section 1.2.1, sont probablement les cofacteurs de liaison associés aux protéines HOX les
plus connus. Ils sont en grande partie a 1'origine du modéle de liaison sélective, abordé a la
section 1.1.3.3, et peuvent étre classés en deux familles différentes : PBC et MEINOX.

Cette derniere famille peut également étre subdivisée en deux sous-familles soit les
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protéines MEIS et PREP (Fognani ef al., 2002; Mukherjee et Burglin, 2007). Chez les
mammiferes, la famille PBC compte quatre génes Pbx, alors que les sous-familles Meis et

Prep regroupent respectivement trois et deux genes.

PBX est un acronyme pour " Pre-B cell leukemia homeobox" étant donné que la
protéine PBX1, isolée en protéine fusionnée au domaine d'activation transcriptionnelle de
la protéine E2A, a été identifiée dans un bon nombre de leucémies lymphocytiques Pré-B
aigiies (Kamps ef al., 1990; Nourse ef al., 1990). De plus, le pouvoir oncogénique associé
a la protéine de fusion E2A/PBX1 dépendrait de ses interactions avec différentes protéines
HOX (Slupsky et al., 2001). Le role des protéines PBX en tant que cofacteurs liés a la
spécificité d'action des protéines HOX a également été souligné grice aux souris Pbx/”",
mourant a EI15.5 dhypoplasie/aplasie de plusieurs organes, ou l'on observe une
transformation homéotique du deuxiéme arc branchial en premier arc branchial (Selleri et
al., 2001). D'ailleurs, c'est l'interaction entre le domaine homéo des protéines PBX et le
motif YPWM (penta/hexapeptide), conservé au sein des genes Hox des groupes paralogues
1-8 (D1 Rocco et al., 2001; LaRonde-LeBlanc et Wolberger, 2003; Moens et Selleri, 2006;
Merabet ef al., 2009), qui fait office de modulateur de la spécificité de liaison des protéines
HOX a I'ADN (Lufkin, 1996; Shen ef al., 1996). De la méme facon, les protéines MEIS
peuvent interagir spécifiquement avec les protéines HOX des groupes paralogues 9-13

(Shen et al., 1997a).

MEIS est un acronyme pour "Myeloid Ecotropic viral Integration Site" en raison de
sa découverte par mutagenése d'insertion (Moskow ef al., 1995; Steelman et al., 1997). Les
souris déficientes pour le gene Meis/ ont un phénotype de létalité embryonnaire a E14.5
ainsi qu'une déficience en cellules souches hématopoiétiques dites "définitives" (Azcoitia
et al., 2005; Carramolino ef al., 2010). De la méme fagon, la surexpression du geéne Meis/
joue un role dans la transformation leucémique chez I'humain et la souris, ainsi que dans la
genese tumorale en général (Wong ef al., 2007; Crijins ef al., 2007, Grubach ef al., 2008)
Enfin, PREP est un acronyme pour "PBX Regulatory Protein" (Berthelsen ef al., 1998a).
Le phénotype des embryons Prepl”~ est trés sévére et s'accompagne d'une mort utérine
avant E7.5 (Fernandez ef al., 2010), alors qu'un taux de mortalit¢ embryonnaire élevé a

E17.5, associé a des cellules souches hématopoiétiques défectueuses, est observé dans les
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mutants hypomorphes Prep"! (Ferreti et al., 2006; Di Rosa ef al.,2007). Quant aux souris
Prep1't qui échappent a la mortalité embryonnaire, elles développent des tumeurs avec une
forte incidence (Longobardi et al., 2010). Toutefois, bien que les mutations MeisI”" et
Prepl't affectent les méme organes, il ne semble pas y avoir d'interaction génétique entre
les deux puisque les souris doubles hétérozygotes sont d'apparence normale (Penkov e al.,
2013). Les protéines MEIS et PREP sont en mesure d'interagir avec les protéines PBX
(Wagner et al., 2001; Diaz et al., 2007, Oriente ef al., 2008). Ainsi, un complexe tertiaire
HOX/PBX/MEIS ou HOX/PBX/PREP permet au domaine homéo de la protéine HOX de
reconnaitre spécifiquement la séquence TNAT(G/T)(G/A) du gene cible (Berthelsen ef al.,
1998; Shen et al., 1999).

Un autre exemple d'interaction protéines HOX/CDX a également été répertorié
(Lafontaine ef al., 2012). Bien que cet hétérodimere protéique soit en mesure de lier des
éléments de réponse aux geénes Hox, les effets fonctionnels dans la modulation de la

spécificité ainsi que dans 1'établissement du profil antéro-postérieur demeurent inconnus.

1.2.6 Etablissement du squelette axial

Le squelette axial (colonne vertébrale) dérive des somites, structures embryonnaires
meésodermiques qui se forment entre E7.75-E8.0 et qui sont organisées symétriquement des
deux cotés le long de I'axe antéro-postérieur (Dubrulle et Pourquié, 2004). Bien que chacun
des somites soit similaire d'un point de vue morphologique, ils sont a I'origine d'éléments
squelettiques (vertebrae) aux caractéristiques morphologiques uniques, selon leur position
le long de 'axe AP (Brent et Tabin, 2002). Les somites se différencient en trois parties aux
destinées différentes: le dermomyotome, le sclérotome et syndétome (Christ et al., 2007).
Ces parties donneront respectivement naissance au derme ainsi qu'aux muscles, au
squelette axial et aux tendons interconnectant les muscles aux tissus squelettiques. Sous
l'action de plusieurs genes dont celle des genes Hox, le sclérotome des quatre et demie
premicres somites génereront le crane occipital (Goodrich, 1930), tandis que celui des
somites restantes subira une nouvelle vague de différenciation et de segmentation, durant

laquelle la moitié postérieure d'une somite fusionne a la moiti¢ antérieure de sa voisine la
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plus caudale, pour donner chez la souris sept vertebres cervicales (C), treize thoraciques

(T), six lombaires (L), quatre sacrales (S) et une trentaine de caudales (Ca).

Plusieurs études, réalisées principalement chez la souris, ont révélé la complexité
de l'activité des génes Hox tout au long de l'axe AP. Leur action combinée mene, entre
autres, a 1'établissement du squelette axial organisé, ou chacune des vertebres se voient
octroyer des propriétés anatomiques propres (Krumlauf, 1994; Wellik, 2007; Malo et al.,
2010). En effet, les transformations homéotiques observées chez les souris mutantes avec
perte de fonction de genes Hox consistent principalement en des transformations
d'antériorisation, alors que celles générées lors d'un gain de fonction de genes Hox sont
plutét de type postérieurisation (Kessel ef al., 1990; Jegalian ef al., 1992; Charité et al.,
1994; Pollock et al., 1995). Suite a ces études, il est devenu évident que plusieurs genes
Hox adjacents agissent de concert lors de la spécification des vertebres (Malo et al., 2009,
Wellik, 2009). De plus, la génération des mutants composés Hox, incluant plusieurs
membres du méme groupe paralogue, résulte presque toujours en un phénotype aggravé
(Horan et al., 1995; Wellik et Capecchi, 2003; Mclntyre et al., 2007), ce qui confirme par
la méme occasion l'idée suggérée dans le passé qu'il y aurait redondance fonctionnelle
partielle entre les membres d'un méme groupe paralogue (Gaunt ef al., 1989; Kessel et
Gruss, 1991; McGinnis et Krumlauf, 1992; Burke ef al., 1995). Enfin, grice aux
différentes mutations générées chez la souris, les genes Hox ont pu étre classés en trois
groupes selon leurs phénotypes au niveau du squelette axial. 1l s'agit des génes Hox
spécifiant la téte (paralogues 1 a 4), le tronc (paralogues 5 a 8) et la partie caudale
(paralogues 9 a 13). Un schéma récapitulant les domaines d'expression des principaux

genes Hox impliqués dans 1'élaboration du squelette axial est présenté a la Figure 1.4.

1.2.6.1 Les génes Hox spécifiant la téte (paralogues 1 a 4)

Tout d'abord, on observe des défauts directement au niveau du crane chez les souris
mutantes pour chacun des génes Hox membres des groupes paralogues 1 et 2 (Lufkin et
al., 1991; Gendron-Maguire ef al., 1993; Rijli ef al., 1993; Davenne et al., 1999; Trainor
et Krumlauf, 2000). Ces altérations de la boite cranienne sont également décrites pour les

mutants Hoxa3 (Chisaka et al., 1992). Quant aux vertebres cervicales, il y a transformation
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des C1 et C2 chez les souris mutantes pour les genes Hoxb3 de méme que Hoxd3 (Chisaka
et Capecchi, 1991; Condie et Capecchi, 1993; Manley et Capecchi, 1997). 1l faut souligner
également que les souris mutantes pour le géne Hoxd3 meurent de dislocation cervicale.
D'ailleurs, les génes Hoxa3 et Hoxd3 sont responsables de la formation de I'Atlas (C1). De
la méme fagon, chacune des souris mutantes pour un membre du groupe paralogue 4 a
subi une transformation d'antériorisation de C3 en C2 (Horan ef al., 1994; Kostic et
Capecchi, 1994). Le role capital des génes membres du paralogue 4 en ce qui a trait a
I'établissement de la région cervicale a également été démontré chez la souris triple mutante
Hoxa4/Hoxb4/Hoxd4, ou les C2 a C5 adoptent une morphologie propre al'Atlas (C1), alors
que C6 et C7 ressemblent davantage a I'Axe (C2) (Horan ef al., 1995).

1.2.6.2 Les génes Hox spécifiant le tronc (paralogues 5-8)

Comme le portrait du phénotype squelettique axial engendré par la perte de fonction
du géne Hoxa5 sera dépeint en profondeur ultérieurement (section 1.4.1), il ne sera pas
abordé dans cette section. Toutefois, une petite parentheése historique pour souligner que le
mutant Hoxa5 est le premier mutant Hox ou l'on a observé simultanément des
transformations d’antériorisation et de postériorisation (Jeannotte ef al., 1993). En ce qui
concerne les souris mutantes Hoxb3, les vertebres C6 a T1 acquierent une identité plus
antérieure, alors que le point d'attachement de la ceinture scapulaire est déplacé
antérieurement. Puisque l'interférence transcriptionelle de la mutation Hoxc4 sur Hoxc5
rend l'interprétation du phénotype squelettique de ce dernier ambigue, les résultats ne
seront pas décrits dans cette section (Boulet et Capecchi, 1996). D'ailleurs, les phénotypes
potentiellement inhérents a la stratégie utilisée pour l'obtention de la perte de fonction d'un
gene Hox seront volontairement omis et feront l'objet d'un paragraphe au chapitre
régulation (section 1.3.14) Tout comme pour les genes Hox du groupe paralogue 4, ceux
du groupe 5 exercent également des fonctions essentielles dans le modelage de la région
cervicale. Effectivement, les vertebres C3 a Tl des souris triples mutantes

Hoxa5/Hoxb5/Hoxc5 ont l'apparence de 1'Axe (C2) (Mclntyre et al., 2007).

Les souris triples mutantes Hoxa6/Hoxb6/Hoxc6 ont également ¢t générées et elles

présentent des transformations homéotiques au niveau des C7 a T6, parmi lesquelles les
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Figure 1.4: Schéma d'une vue latérale d'un squelette de souris ou l'extrémité antérieure est
a droite. Les vertebres du squelette axial, de méme que les autres éléments squelettiques,
sont représentés en noir, alors que les lignes de couleur représentent les profils d'expression
colinéaires des genes Hox obtenus suite a des expériences de perte de fonction des
différents paralogues (tirée de Wellik er al., 2009. Autorisation regue de la part de(s)

auteur(s).
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trois premieres vertebres thoraciques ont acquis une identité cervicale (McIntyre ef al.,
2007). De plus, des analyses comparatives s'intéressant a la transition cervicothoracique
suggerent que les genes Hox du groupe paralogue 6 fixent le début de la région thoracique
sur le squelette axial (Gaunt, 1994; Burke ef al., 1995). La souris transgénique exprimant
ectopiquement Hoxb6 vient supporter cette hypothese puisqu'elle induit la formation de

cotes ectopiques (Vinagre ef al., 2010).

Enfin, la mutation des différents genes Hox au sein du groupe paralogue 8 illustre
bien a la fois la redondance partielle et la spécificité fonctionnelle. Dans un premier temps,
les phénotypes squelettiques observés chez les mutants Hoxc8 et Hoxd8 sont assez
similaires: des transformations homéotiques d'antériorisation de T8 en T7 ainsi que de L1
en T13. De son cété, la mutation du gene HoxdS8 entraine également un changement de
l'identité de la vertebre T7 en T6 (Le Mouellic et al., 1992; Tiret et al., 1993; van den Akker
etal., 2001). En ce qui concerne le géne Hoxb8, son role semble davantage spécifique a la

formation du squelette paraxial (section 1.2.7).

1.2.6.3 Les génes Hox spécifiant la partie caudale (paralogues 9-13)

Les souris ou l'on retrouve individuellement une perte de fonction pour les genes
Hoxa9, Hoxc9 et Hoxd9 subissent respectivement des transformations homéotiques
d'antériorisation aux niveau des vertebres L1 a L5, T10 a L1, et L3 a L5 ainsi que S2 a
Cal (Suemori, 1995; Fromental-Ramain ef al., 1996a). De plus, la génération de quadruple
mutants pour les genes Hoxa9/Hoxb9/Hoxc9/Hoxd9 a pour effet de modifier I'identité des
vertebres T8 a L4 en T7 (Mclntyre ef al., 2007).

La perte de fonction du géne Hoxal0 affecte la morphologie des vertebres L1, L2,
S1 et S4. (Satokata et Uchiyama, 1995, Wahba ef al., 2001). De son c6té, la perte de
fonction du géne Hoxd 10 mene a l'antériorisation de S1 a Cal (Carpenter ef al., 1997). De
fagon intéressante, les souris triple mutantes pour les genes Hoxal0/Hoxcl0/Hoxd10 sont
caractérisées par l'absence totale de vertebres lombaires et sacrales, suite a l'apparition de
cotes sur celles-ci. A l'inverse, on observe l'inhibition de la formation des cdtes chez la
souris transgénique qui exprime le geéne Hoxal0O de fagon ectopique au niveau du

mésoderme paraxial (Carapuco ef al., 2005). Par conséquent, il semble que les génes Hox
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appartenant au dixieme groupe paralogue remplissent la fonction d'établir la transition de

la région thoracique vers la région lombo-sacrale.

La perte de fonction du gene Hoxall provoque a la fois des transformations
homéotiques d'antériorisation et de postériorisation, qui menent respectivement a un
changement de S1 en L6 et de T13 en L1 (Hogan et al., 1988). Les souris mutantes pour
le gene Hoxd1 1 acquierent quant a elles une identité plus antérieure au niveau des vertebres
S2 a Cal (Izpisua-Belmonte et al., 1991; Davis et al., 1995; Favier et al., 1996). La perte
de fonction triple pour les genes Hoxall, Hoxcll et Hoxdll résulte en la perte compléte
des vertebres sacrales qui se transforment en lombaires, de méme que des anomalies au
niveau du pelvis (Wellik et Capecchi, 2003). De plus, I'habileté des membres du groupe
paralogue 11 a générer des caractéristiques sacrales fut également démontrée grace a des
expériences de surexpression, ou des embryons transgéniques en développement exprimant
Hoxall dans le PSM auraient des vertebres adjacentes fusionnées (ou sacralisation)

(Carapuco et al., 2005).

En ce qui concerne les genes Hox membres du groupe paralogue 13, les mutations
individuelles de perte de fonction des genes Hoxc 3 et Hoxd 13 présentent respectivement
des changements au niveau de Ca5S a CalO et S4 a Ca3 (Dollé ef al., 1993a; Godwin et
Capecchi, 1998).

Une petite parenthese pour mentionner que l'initiation de l'expression des genes
Hox des groupes paralogues 10 a 13 est fortement retardée chez les embryons de serpents
et de caeciliidae, ce qui correspond a la transition torso-caudale de méme qu'a la fin de
I'élongation de l'axe (Woltering et al., 2009; Di-Poi ef al., 2010). Ces résultats indiquent
que les régions dorsales, remarquablement longues et contenant des cotes propres a ce type
d'animal, auraient pu émerger suite a un changement temporel dans l'activation des génes
Hox postérieurs. De plus, il a été suggéré que le nombre plus élevé de somites dans ces
animaux résulterait d'une vitesse de segmentation plus rapide comparativement a celle de

la spécification du squelette axial (Gomez ef al., 2008).

Enfin, pour vérifier si une fonction squelettique pouvait étre attribuable a un

complexe Hox spécifique en tant que métagene, la délétion de chacun des complexes fut
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entreprise (Zakany et Duboule, 1999b; Medina-Martinez ef al., 2000; Suemori et Noguchi,
2000; Spitz et al., 2001; Zakany et al., 2001; Kmita et al., 2005). L'absence de phénotypes
squelettiques exacerbés comparativement aux mutations individuelles suggére que les
complexes Hox sont fortement redondants, ce qui pourrait s'expliquer par le fait qu'ils
descendent du méme complexe HOM ancestral. Cependant, le niveau relativement faible
d'homologie entre les séquences intergéniques des genes Hox a l'intérieur des différents
groupes paralogues, suggérant une régulation de leur expression propre a chacun des
complexes (organisation tridimensionnelle de la chromatine, ARN non-codants, éléments
de régulation agissant a distance, efc.), rend cette hypothese peu probable. Ces différents

mécanismes de régulation seront d'ailleurs dépeints a la section 1.3.

1.2.7 Etablissement du squelette paraxial

Tel que mentionné précédemment a la section 1.2.3, le squelette paraxial,
comprenant le sternum qui dérive du mésoderme de la plaque latérale (LPM), de méme
que les cotes s'y rattachant qui dérivent du mésoderme présomitique (PSM), ne répond pas
entierement au principe de colinéarité (Nowicki et Burke, 2000), en opposition au squelette
axial qui dérive uniquement du PSM. Bien que les genes Hox des groupes paralogues 5, 6
et 9 soient les plus importants dans la spécification du squelette paraxial, tel que représenté
au schéma en Figure 1.5, des membres appartenant a d'autres groupes paralogues ont
également un certain réle a jouer. Par exemple, la perte de fonction du gene Hoxb4 entraine
une mortalité périnatale associée a une fission sternale (Ramirez-Solis et al, 1993).
Ensuite, les souris mutantes pour le gene Hoxb7 et Hoxb8 présentent également des
malformations du sternum lorsqu’ils sont mutés de fagon individuelle (Burke ef al., 1995;
Chen et al., 1998; van den Akker et al., 2001). En ce qui concerne les souris triple mutantes
Hoxa5/Hoxb5/Hoxc3, elles possédent un sternum plus court avec absence de la premiere
sternebre. 1l y a également absence de fusion au niveau du xyphoide (Mclntyre ez al., 2007).
On observe les méme phénotypes, mais 1égerement aggravés, chez les triple mutants
Hoxa6/Hoxb6/Hoxc6 a savoir un sternum anormal et trés court, une absence complete du
xyphoide et la présence de plusieurs cotes fusionnées (Mclntyre ef al., 2007). Enfin, bien

que des anomalies ont été détectées au niveau du sternum chez certaines souris simple
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mutantes (Fromental-Ramain ef al., 1996a; Chen et Capecchi, 1997), le role principal des
genes Hox appartenant au groupe paralogue 9 dans 1'établissement du squelette paraxial
semble étre la production des cotes flottantes, puisqu'on voit apparaitre une cage thoracique
contenant entre treize et quatorze sternebres chez les individus quadruple mutants

Hoxa9/Hoxb9/Hoxc9/Hoxd9 au lieu de sept (Mclntyre et al., 2007).

1.2.8 Roles dans I'organogenése

A l'origine, l'une des principales raisons ayant poussé certains membres de la
communauté scientifique a faire le saut chez la souris afin d'étudier les génes Hox fut de
vérifier si leur expression répondait également au principe de colinéarité dans le modelage
de structures complexes le long de I'axe AP. Ils constaterent rapidement que la colinéarité
s'appliquait également au niveau de nombreux processus d'organogenese et que la perte de
fonction de certains genes Hox pouvait également compromettre la survie de I'animal

(Krumlauf, 1994; Aubin et Jeannotte, 2001).

1.2.8.1 Systéme nerveux central (SNC) et cellules de la créte neurale

(CCN)

Lors de la neurulation, le tube neural donnera naissance au SNC (cerveau et moelle
épiniere) de méme qu'aux CCN (neurones moteurs, cartilages, cellules pigmentaires, e7c.)
(Santagati et Rijli, 2003). En ce qui a trait au cerveau, les génes Hox ne sont pas exprimeés
au niveau du cerveau antérieur (prosencéphale), ni au niveau du cerveau moyen
(mésencéphale). Par conséquent, la limite d'expression antérieure des geénes Hox se situe
au niveau du cerveau postérieur (rhombencéphale), ou plus particulierement au niveau de
son deuxieme segment, appelé rhombomere 2 (r2) (Moens et Prince, 2002; Glover ef al.,
2006). D'ailleurs, l'expression colinéaire des genes Hox contrdle la segmentation du
rhombencéphale permettant I'organiser des propriétés régionales essentielles a
l'orchestration de ses fonctions hautement conservées (Maconochie ef al., 1996; Kiecker et
Lumsden, 2005; Nolte et Krumlauf,2006; Parrish ef al., 2009). Parmi celles-ci, on retrouve
la coordination de l'activité motrice, de la posture, de 1'équilibre et des cycles du sommeil.

Le rhombencéphale est également responsable de fonctions inconscientes essentielles
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Figure 1.5: Schéma représentatif de I'axe AP ou chacune des vertebres est représentée et
identifiée en noir, alors que les rectangles de couleur symbolisent les régions du squelette
affectées chez les souris mutantes pour les différents membres des groupes paralogues Hox.
Les génes Hox en 3' des complexes sont exprimés dans les domaines les plus antérieurs, ce
qui s'accorde avec le principe de colinéarité. (Gauche) Squelette paraxial/abaxial. (Droite)

Squelette axial (tirée de Wellick, 2007. Autorisation recue de la part de(s) auteur(s).)
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comme le rythme de la respiration et la circulation sanguine. Les genes Hox appartenant
aux groupes paralogues 1 a 4 sont les principaux joueurs impliqués dans 1’établissement
du SNC, alors que plusieurs genes Hox des groupes paralogues 1 a 10 sont responsables de
la migration et de la spécification des CCN en neurones moteurs (Lufkin, 1996; Lumsden
et Krumlauf, 1996; Oury et al., 2006, Matis ef al., 2007, Geisen ef al., 2008). Un schéma
récapitulatif montrant I'expression colinéaire des genes Hox au niveau du SNC est présenté

a la Figure 1.6.

A lintérieur de la colonne vertébrale, les corps cellulaires des neurones moteurs,
qui projettent les axones le long d'un sentier périphérique défini sont regroupés en
différents niveaux organisationnels (colonnes motrices, divisions, niches, efc.). Ces sous-
types neuronaux occupent tous une position fixe dans la colonne vertébrale dictée par le
code Hox (Carpenter, 2002). Les genes Hox des trois premiers groupes paralogues
s'occupent essentiellement des neurones du visage (Carpenter et al., 1993; Doll¢ et al.,
1993b; Goddard ef al., 1996, Gavalas ef al., 1998; Studer et al., 1998; Bell et al., 1999;
Jungbluth ez al., 1999; Rossel et Capecchi, 1999; Gaufo ef al., 2000, 2003; McNulty et al.,
2005, Santagati ef al., 2005). D'ailleurs, les souris nouveau-nés mutantes pour le gene
Hoxal meurent d'anoxie résultant de I'absence du noyau moteur des nerfs faciaux vague et
glosso-pharyngien. Quant aux genes Hox membres des groupes paralogues 4-6, 7-9 et 10,
ils modulent respectivement les neurones moteurs de la colonne latérale (LMC) des
membres supérieurs, de la ceinture pectorale (PGC) thoracique et des neurones LMC
lombaires associés aux membres inférieurs (Carpenter ef al., 1997; Tiret et al., 1998;
Lance-Jones ef al., 2001; Liu et al., 2001; Dasen ef al., 2003, 2005; Choe et al., 2006;
Tarchini et Duboule, 2006; Jung et al., 2010). De plus, les génes Hoxad et Hoxc5 sont
exprimés au niveau des neurones moteurs du nerfs phrénique qui innerve le diaphragme
(Philippidou et al., 2012) (voir aussi section 1.4.3.1) Enfin, la génération de souris mutantes
HoxAY¥1°% HoxBdVeel nt]Cre a permis de découvrir que la délétion combinée de ces
deux complexes dans les CCN entraine des malformations au niveau de la machoire (dents,

cartilages et muscles) (Vieux-Rochas ef al., 2013).
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1.2.8.2 Organes glandulaires

L'expression des génes Hox au niveau des CCN, qui migrent et participent a
I'ontogenese des arches branchiaux, joue par le fait méme un réle important dans le
développement des organes glandulaires (Stein ef al., 1996). Ainsi, 1'é¢tude des souris
mutantes pour les genes Hox appartenant aux trois premiers groupes paralogues a démontré
leur importance au niveau du thymus, de méme que des glandes thyroide et parathyroide.
Par exemple, l'inactivation simultanée des genes Hoxal et Hoxbl résulte en l'agenese du
thymus ainsi que de la glande parathyroide qui dérivent tous deux du troisieéme arche
branchial (Rossel et Capecchi, 1999). L'absence complete de thymus et de la glande
parathyroide constitue également une des composantes du phénotype des souris déficientes
pour le gene Hoxa3 (Chisaka et Capecchi, 1991; Manley et Capecchi, 1995, 1997, 1998;
Suetal., 2001). On compte aussi un ganglion spinal (ganglion de Froriep) de plus chez les
souris exprimant le gene Hoxb8 sous le contrdle du promoteur du géne RARS?2 (Charité et

al., 1994).

1.2.8.3 Systéme respiratoire

Durant la gestation, le poumon se développe afin de fournir au nouveau-né un
organe capable de maintenir la respiration ainsi que les échanges gazeux. Le
développement du poumon est un phénomeéne continu durant I'embryogenese, qui se
poursuit apres la naissance, et il est divisé en cinq stades basés sur des caractéristiques
anatomiques et histologiques. Ces cinq stades sont schématisés a la Figure 1.7.
Premi¢rement, lors du stade I (embryonnaire), on voit apparaitre le bourgeon pulmonaire
rudimentaire, jaillissant de I'endoderme ventral de l'intestin antérieur primitif et poussant a
l'intérieur du mésoderme splanchnique adjacent vers le jour E9.5 (Ten Have-Opbroek,
1991; Minoo et King, 1994 ). On assiste ensuite a 1'élongation rapide de ce bourgeon qui
se scinde en deux bourgeons pulmonaires primaires asymétriques a E10.5, ou le bourgeon
de droite est plus gros que celui de gauche. Simultanément, la gouttiére laryngotrachéale
se forme a partir de I'épithélium de l'intestin antérieur primitif, appelé aussi intestin
céphalique primitif. Cette gouttiere s'allongera et se divisera en 2 selon I'axe dorsoventral
pour former l'cesophage primitif et la trachée rudimentaire. La septation entre la trachée et

'oesophage s'achéve au jour E11.5. Deuxiément, lors du stade II (pseudoglandulaire), on
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Figure 1.6: Les différents domaines d'expression des génes Hox au niveau du cerveau
primitif postérieur d'un embryon de souris au stade E11.5. Les différents niveaux
d'expression des genes Hox au sein de leur domaine respectif, qui s'é¢tend de la partie
caudale du cerveau postérieur primitif jusqu'a la frontiére délimitée par un rhombomere
spécifique, sont représentés en fonction de l'intensité de la couleur. HB, cerveau postérieur
primitif; MB, cerveau médian primitif, r, rhombomere (tirée de Guthrie et al., 2007.

Autorisation recue de la part de(s) auteur(s).)
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assiste chez la souris a une ramification active donnant naissance au lobe pulmonaire
gauche ainsi qu'aux quatre lobes droits, de méme qu'a 1'ébauche de I'arbre respiratoire au
jour E12.5 (Warburton et al., 2000). Durant cette période, il y a apparition des toutes
premiéres cellules musculaires lisses autour des espaces aériens. Quant au stade III
(canaliculaire), il est caractérisé par le développement du réseau de capillaires et des acini
pulmonaires au jour E16.5. C'est durant cette période que débute la diminution graduelle
du mésenchyme pulmonaire, de méme que l'apparition des cellules caractéristiques des
voies aériennes proximales (cellules ciliées, cellules de Clara et cellules de goblet ou
productrices de mucus). On assiste également a la spécification des premiers pneumocytes
de types I et II, responsables des échanges gazeux et de la sécrétion des surfactants (Burri
et Moschopulos, 1992). Le stade IV (sacculaire) coincide avec une septation rudimentaire
des espaces aériens périphériques qui prennent alors 'allure de sacs au jour E17.5. Il y a
également une différenciation intensive des pneumocytes de types I et II pour que ces
cellules caractérisant les voies aériennes distales deviennent ultimement les cellules
¢pithéliales les plus abondantes du poumon a la naissance (JO) (Wert ef al., 1993).
Finalement, lors du stade V (alvéolaire) qui se poursuivra de J5 jusqu'a J30 chez la souris,
on observe la septation des saccules menant a la formation du réseau alvéolaire (Soutiere
et al., 2004). L'augmentation intensive du nombre d'alvéoles sert a accroitre la surface
d'échanges gazeux. De plus, la formation des alvéoles s'accompagne du dépot de 1'élastine
pulmonaire afin de permettre l'expansion et la compression alvéolaire au fur et & mesure

que la surface d'échange gazeux augmente.

Plusieurs genes Hox membres des groupes paralogues 1 a 8 sont exprimés niveau
du mésenchyme des voies respiratoires selon un profil d'expression spatio-temporel
spécifique. Cette observation suggere que ces genes Hox pourraient donc participer au
développement proximo-distal du tractus respiratoire selon leur positionnement au sein de
leur complexe (Cardoso, 1995; Bogue ef al., 1996; Herriges ef al., 2012). Par contre, a
l'exception de la mutation du géne Hoxa3 qui sera présenté en détails a la section 1.4.3.3,
les souris simple mutantes pour les autres genes Hox ne présentent aucun phénotype
pulmonaire apparent, suggérant qu'il existe une redondance fonctionnelle entre ces genes.

D'ailleurs, le fait que I'on retrouve des nouveau-nés décédés d'insuftisance respiratoire chez
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les souris délétées pour les complexes HoxB (Hoxbla Hoxb9) et HoxC en entier (Medina-
Martinez ef al., 2000; Suemori et Noguchi, 2000) supporte 'hypothése de la redondance
fonctionnelle. Ensuite, bien que 'histologie n'a révélé aucun défaut apparent, les poumons
des souris double mutantes pour les génes Hoxal et Hoxbl sont d'allure plus petits et
possédent moins de lobes que ceux simple mutants pour ces génes (Rossel et Capecchi,
1999). Enfin, méme s'il y a une redondance partielle entre le role pulmonaire joué par
Hoxb5 et celui joué par Hoxal, la mutation du gene Hoxa3 est la seule identifiée parmi les
genes Hox jusqu'a ce jour conduisant a une mort périnatale associée a la détresse
respiratoire (Aubin ez al., 1997). La mutation du gene Hoxb5 a quant a elle démontré son
role dans le processus de ramification, la spécification des cellules de goblet de méme que
dans la structure postnatale des espaces aériens (Volpe et al., 1997; Volpe et al., 2000a;

Volpe et al., 2000b; Volpe et al., 2003; Boucherat ez al., 2013).

1.2.8.4 Systéme digestif

Sous la gouttiére laryngothrachéale, la partie caudale de l'intestin proximal primitif,
appel€ aussi intestin abdominal primitif, donnera naissance au systéme digestif. Le segment
antérieur formera l'cesophage, I'estomac ainsi que la moiti€ supérieure du duodénum. Pour
sa part, l'intestin abdominal primitif médian se spécifiera en la moiti¢ distale du duodénum,
en jéjunum, en iléon, en caecum et ses appendices, en colon ascendant ainsi que les deux
premiers tiers du colon transverse. Quant a l'intestin abdominal primitif distal, il génére le
dernier tiers du colon transverse, le colon descendant, le colon sigmoide, le rectum ainsi

que la partie supérieure du canal anal.

De la méme fagon que pour les organes décrits précédemment, les génes Hox jouent
également un réle dans 1'établissement de l'identité régionale le long du tube digestif.
D'ailleurs, il a été stipulé initialement que le role premier des genes Hox chez les
invertébrés était de définir les domaines fonctionnels du systeme digestif et que cette
fonction aurait été récupérée par les vertébrés durant I'évolution pour la spécification du
squelette (Burke e al., 1995). On observe une mortalité périnatale associée a un défaut de
la couche musculaire de 'cesophage chez les souris mutantes pour le gene Hoxc4, ce qui

les empéche de se nourrir (Boulet et Capecchi, 1996). De son cété, la souris surexprimant
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Figure 1.7: Représentation schématique du systéme respiratoire lors des 5 stades
développementaux de la morphogenese pulmonaire chez la souris et I'humain. (tirée

de http://www.cincinnatichildrens.org/research/divisions/p/pulmonary-bio/lunemorphoge

esis/; Laboratoire du Dr Whitsett. Autorisation regue de la part de(s) auteur(s).)


http://www.cincinnatichildrens.org/research/divisions/p/pulmonary-bio/lungmorphoge
http://www.cincinnatichildrens.org/research/divisions/p/pulmonary-bio/lung-morphogenesis/

Stades du développement pulmonaire: souris vs humain

Bourgeon pulmonaire

I. Embryonnaire Il Pseudoglandulaire lll. Canaliculaire IV. Sacculaire V. Alvéolaire
Souris: E9-12 Souris: E12-15 Souris: E15-17 Souris: E17-J0 Souris: J0-J25
Humain: Sem 3-7 Humain: Sem 5-17 Humain: Sem 16-26 Humain: Sem 26-36 Humain: Sem 36-3 ans
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le gene Hoxa4 par l'entremise du promoteur SV40 meurt quelque temps avant 1'age adulte
d'une accumulation de matieres fécales au niveau du colon (Wolgemuth et al., 1989). Le
gene Hoxc8 semble également jouer un role important dans la spécification du tube
digestif, puisque des malformations ont été soulignées suite a la perte de sa fonction (Le
Mouellic et al., 1992; Tiret et al., 1998), de méme que suite & son expression ectopique
dans les domaines d'expression du gene Hoxa4 (Pollock ef al., 1992), comme la
désorganisation de 1'épithélium gastrique ainsi que la présence de Iésions hamartomateuse
au niveau de la couche musculaire. Une délétion du complexe HoxD en entier, ou méme
de la séquence génomique comprenant les génes Hoxd+4 a Hoxd 13, entraine des anomalies
au niveau des sphincters iléocaecal et anal (Zachany et Duboule, 1999a; Zachany et al,,
2001). De plus, 1'inactivation ciblée des genes Hoxd[2 ou Hoxdl3 affecte uniquement le
sphincter anal (Kondo ef al., 1996). Par conséquent, plusieurs genes du complexe HoxD
sont exprimés dans une région de l'intestin médian primitif correspondant au futur
bourgeon du caecum (Levin ef al., 1997; Sekimoto et al., 1998; Pitera et al., 1999;
Kawazoe et al., 2002), alors que les génes Hoxdl2 et Hoxdl3 y sont exclus (Dolle et al .,
1991; Kmita et al., 2000; Spitz et al., 2005).

1.2.8.5 Formation des membres

La génération de multiples mutations au niveau des complexes Hox a confirmé leur
réle indispensable dans le développement normal des membres, durant lequel les génes
Hoxa9-Hoxal3 et Hoxd9-Hoxd13 participent a la fois a la croissance des membres et a
l'organisation des structures, comme la taille et le nombre de doigts, par exemple (Rijli et
Chambon, 1997; Kondo et al., 1998a; Zakany et Duboule, 2007). Durant la phase précoce,
les principes généraux qui dictent I'expression des genes Hox afin de spécifier les membres
selon I'axe AP sont comparables entre les complexes HoxA et HoxD, faisant intervenir une
régulation spatio-temporelle colinéaire semblable a celle du tronc. Par contre, durant la
phase tardive ou I'on assiste a la spécification des doigts selon 'axe proximo-distales (PD),
les profils d'expression des génes HoxA et HoxD sont de moins en moins similaire,
suggérant qu'ils font intervenir des mécanismes de régulation transcriptionnelle acquis

séparément suite a la duplication des complexes.
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Trois régions composent les membres chez l'adulte. Celles-ci sont le stylopode,
zone antérieure composée de l'humérus (membre supérieur) ou du fémur (membre
inférieur), le zeugopode, zone postérieure composée du radius et de l'ulna (supérieur) ou
du tibia et de la fibula (inférieur), ainsi que de l'autopode, zone distale composée des carpes,
métacarpes et phalanges (supérieur) ou des tarses, métatarses et orteils (inférieur). Alors
que les expériences de gain de fonction ont mis en évidence 1'importance des génes Hox
des groupes paralogues 9 a 13 dans I'établissement d'un profil morphologique selon 1'axe
AP (Knezevic ef al., 1997; Herault et al., 1998; van den Akker ef al., 2001 Kmita et
al.,2002; Utsch ef al, 2002; Caronia ef al., 2003; Zakany et al.,2004; Williams et al.,2006),
les pertes de fonction combinées de ces génes entrainent plutdt des troncations sévéres le
long de l'axe PD (Davis et al., 1995, Fromental-Ramain ef al., 1996a; Mclntyre et al.,
2007). Par ailleurs, les genes des paralogues Hox10 et Hox 11 fagonnent respectivement le
stylopode et le zeugopode (Wellik et Capecchi, 2003), alors que ceux appartenant aux
groupes paralogues 11 a 13 spécifient I'autopode de maniere dose-dépendante (Zakany et
al., 1997a; Zakany et Duboule, 1999b). Enfin, l'importance capitale des genes Hox lors du
développement des membres, a été démontrée suite a la génération de la souris double
mutante HoxA(conditionnelle)/HoxD, ou l'on observe une troncation sévere de ses
membres. Des études récentes ont démontré que ces troncations résulteraient de I'effet
combiné de l'absence d'expression du gene Shh dans la zone d'activité polarisante (ZPA)
(Kmita et al., 2005; Galli et al., 2010, Xu et Wellik, 2011) et d'un mécanisme indépendant
au gene Shh, au niveau de la créte apicale ectodermique (AER) (Sheth ef al., 2012).

1.2.8.6 Systéme urogénital

Comme le mésoderme néphrogénique se forme également le long de l'axe AP, il
n'est pas surprenant que différents groupes paralogues Hox contribuent au développement
du rein (Wellik, 2011). Plus de 25 des 39 genes Hox sont exprimés de fagon colinéaire dans
différentes structures incluant le canal de Wolff, le bourgeon de l'uretere, le mésenchyme
non différencié ainsi que les structures différenciées dérivant du mésenchyme condensé
(Patterson et Potter, 2004). Par exemple, la perte de fonction combinée des genes Hox du
groupe paralogue 11 perturbe l'organogenése du rein en occasionnant son agénésie

complete (Patterson ef al., 2001; Wellik ef al., 2002). Les souris mutantes pour les génes
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Hox du groupe paralogue 13 ont un défaut de connexion entre 1'uretere et la vessie (Warot
et al., 1997; Di-Poi et al., 2007). Un dédoublement du rein a été également observé lors

d'expériences de surexpression du gene Hoxb7 (Argao et al., 1995).

Une expression colinéaire de plusieurs genes situés en 5' des complexes HoxA et
HoxD est également retrouvée au niveau du tractus génital. Par exemple chez la femelle,
le géne Hoxa?7 est exprimé au niveau des follicules ovariens (Ota et al., 2006), Hoxa9 au
niveau des oviductes, Hoxal0 ainsi que Hoxal [l au niveau du col de l'utérus, et Hoxal3 au
niveau de la vulve ( Taylor ef al., 1997; Du et Taylor, 2004). Quant aux male, les génes
Hox plus postérieurs sont responsables du développement des lobes séparés de la prostate,
un organe glandulaire se développant a partir du sinus urogénital (Hostikka et Capecchi,
1997; Economides et Capecchi, 2003; Huang ef al., 2007; Javed et Langley, 2013). De
plus, la perte de fonction individuelle ou combinée des génes des groupes paralogues 10 et
11, appartenant aux complexes HoxA et HoxD, engendre la stérilité chez les souris males
et femelles, de méme qu'une transformation homéotique d'antériorisation respectivement
au niveau du canal déférent et de l'utérus (Hsieh-Li ez al., 1995; Raines ef al., 2013). La
stérilité¢ observée chez les souris femelles mutantes pour les génes Hoxal0 et Hoxall
viendrait d'un défaut lors de I'implantation des embryons dans [’utérus puisque ces genes
moduleraient la réponse a la progestérone et a I’cestrogene (Benson et al., 1996; Taylor et
al., 1998; Eun Kwon et Taylor, 2004). Enfin, la mutation des génes Hoxal3 et Hoxdl3
cause une malformation du tubercule génital (Kondo ef al., 1997; Warot et al., 1997; Scott
et al., 2005). Ces mutations sont aussi retrouvées chez 1'humain et son associée aux

syndromes main-pied-génital et synpolydactyly.

1.2.8.7 Glande mammaire

L'analyse des souris mutantes pour un ou plusieurs genes Hox a également révélé
I'importance de ceux-ci dans le développement de la glande mammaire. Tout d'abord, le
gene Hoxc6 est exprimé dans la glande des souris puberes et adultes, alors que son
expression diminue durant la gestation (Friedmann ef al., 1994; Garcia-Gasca et
Spyropoulos, 2000). La perte de fonction du gene Hoxc6 entraine une diminution de la

ramification des canaux. Les génes Hox du groupe paralogue 9 controlent le
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développement de la glande mammaire en réponse a la gestation, puisque la perte combinée
des génes Hoxa9, Hoxb9 et Hoxd9 se traduit par une hypoplasie de la glande mammaire,
un développement lobuloalvéolaire aberrant et l'incapacité de produire du lait (Chen et
Capecchi, 1999). On observe également un probléme de lactation causé par des défauts
d'expansion alvéolaire chez les souris déficientes pour le gene Hoxdl0 (Lewis, 2000).
Enfin, le géne Hoxbl3 semble jouer un rdle au niveau du remodelage de la glande
mammaire en réponse aux hormones, puisqu'l régule directement de fagon négative la
transcription du récepteur a aux estrogénes (ERa) et positivement celle de l'interleukine

16 (IL-16) (Shah e7 al., 2013).

1.2.8.8 Barriére cutanée

Certains génes Hox sont exprimés au niveau de 1'épiderme ou ils remplissent des
fonctions de maintien de l'intégrité de la peau, de cicatrisation et de formation des poils.
Par exemple, les souris mutantes pour le gene Hoxd3 cicatrisent plus difficilement (Uyeno
et al,, 2001). Le gene Hoxc4 serait quant a lui impliqué dans la différenciation des
kératynocytes (Rieger ef al., 1994). En absence du gene Hoxbi3, la différenciation
épithéliale serait compromise empéchant la régénération optimale suite aux blessures
(Macketal., 2003, 2005), alors que la perte de fonction du geéne Hoxc/3 inhibe la formation
de tous les poils (Godwin et Capecchi, 1998).

1.2.8.9 Cellules hématopoiétiques

Les geénes Hox sont exprimés dans les cellules souches hématopoiétiques ainsi que
les progéniteurs (HSPC) selon un profil spécifique a la lignée et au stade de différenciation,
de fagon similaire & ce qui est observé au cours du développement précoce de I'embryon.
Par exemple, les génes Hoxb3, Hoxb4 et Hoxa9 sont fortement exprimés dans les cellules
hématopoiétiques pluripotentes, alors que les génes Hoxb8 et Hoxal0 sont exprimés dans
les cellules engagées dans la voie myéloide. De plus, les différentes lignées
hématopoiétiques possedent leur propre profil d'expression de genes Hox. Par exemple, les
genes du complexe HoxA sont exprimés majoritairement dans les cellules myéloides, les

genes du complexe HoxB dans les cellules érythroides, les génes du complexe HoxC dans
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les cellules lymphoides, alors qu'on ne retrouve aucun gene exprimé appartenant au
complexe HoxD (Giampaolo ef al., 1994, Kawagoe ef al., 1999; Pineault ef al., 2002). Par
ailleurs, des expériences de gain de fonction chez la souris, au cours desquelles plusieurs
genes Hox différents ont €t surexprimés, induisent I'expansion des populations de cellules
souches et de cellules progénitrices, tout en bloquant la différenciation (Sauvageau e al.,
1995, 1997; Daga et al., 2000; Buske et al., 2001; Thorsteinsdottir ef al., 2002; Amsellem
et al., 2003; Fischbach ef al., 2005). La régulation aberrante de I’expression de nombreux
genes Hox est associée ou directement reliée a plusieurs leucémies. D'ailleurs, on retrouve
fréquemment la surexpression de génes du complexe HoxA suite a la transformation
leucémique (Afonja ef al., 2000; Drabkin et al., 2002; Bach et al., 2010; Sio et al., 2013),
comme les genes Hoxa9 et Meis ! identifiés chez environ la moitié des patients soufrant de
leucémie my¢loide aigue (AML) (Lawrence ef al., 2005; Palmqvist ef al., 2007). De plus,
la substitution des domaines homéo des protéine HOXA1 et HOXAO est suffisant pour
convertir le phénotype leucémique faiblement pénétrant initi¢ par la protéine HOXA1 en
une maladie agressive spécifique a la protéine HOXAO et vice versa (Breitinger et al.,
2012). Le complexe de génes HoxA est également impliqué dans plusieurs leucémies
lymphoblastiques aigiies de type lymphocytes T (T-ALL) ou une translocation
chromosomique amene des parties du complexe HoxA sous le contrdle d'un activateur fort,
dirigeant normalement 'expression du récepteur des lymphocytes T (TCR) (Soulier ef al.,
2005; Speleman et al., 2005). De plus, les génes Hox participent a des translocations
génomiques créant des protéines de fusion HOX hautement leucémogéniques avec les
protéines du complexe de pore nucléaire NUP96/98 (Iwasaki ef al., 2005; Lin ef al., 2005;
Nakamura, 2005; Palmqvist ef al., 2007; Novak ef al., 2012).

1.2.8.10 Angiogenése et microenvironnement tumoral

Les geénes Hox sont en mesure d'induire la formation tumorale par la promotion de
facteurs pro-angiogéniques (VEGF, bFGF, IL-8, ANGPTL-2, les intégrines a5B1 et a5p33,
MMP-14, uPAR), de facteurs pro-motilité (amphiréguline, épiréguline, neuréguline) ainsi
que de la transition épithéliale-mésenchymale (EMT) associée a l'activation du sentier
TGFB (Boudreau et Varner, 2004; Mace ef al., 2005; Hayashida ef a/.,2010). De plus,

certains génes Hox, comme le gene Hoxd 10, empéchent la migration cellulaire endothéliale
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et bloquent l'angiogenése induite par le bFGF et le VEGF in vivo au niveau de la membrane

chorioalantoique (Myers ef al., 2002) .

1.2.8.11 Structures extra-embryonnaires

Une fois de plus, 'analyse des souris mutantes pour les différents genes Hox a mis
en évidence que les génes en 5' du complexe HoxA, soit les génes Hoxal0 a Hoxal3, jouent
un réle primordial dans le développement du placenta (Scotti et Kmita, 2012). En effet, les
embryons mutants pour le géne Hoxal3 meurent aux alentours de E12.5 en raison d'un
défaut de l'expansion vasculaire feetale au niveau du labyrinthe placentaire, nécessaire a

I'échange entre le sang maternel et feetal (Shaut et al., 2008).

1.3 Régulation de I’expression des génes Hox

La complexité grandissante des structures retrouvées chez les différents organismes
vivants, au fur et a mesure que 1'on s'éloigne de la racine de l'arbre phylogénétique de la
vie, correle avec la panoplie de mécanismes régulateurs utilisés pour controler précisément
I’expression spatio-temporelle des genes Hox. En effet, méme si leur expression est initiée
trés tot durant I'embryogenese par certains activateurs, d'autres stratégies de régulation sont
nécessaires pour maintenir leur expression afin que les genes homéotiques puissent remplir
leurs différentes fonctions développementales (Struhl, 1982). C'est pourquoi 1'étude de la
régulation transcriptionnelle des génes Hox, notamment en circonscrivant les €léments
régulateurs localisés en cis et en déterminant les facteurs se liant a ces séquences d'ADN
en frans, est une €tape clef pour comprendre 1'une des premiéres étapes de cette hiérarchie

régulationnelle.

1.3.1 L'autorégulation

La régulation de l'expression des geénes Hox par leur propre produit protéique,
mécanisme que 1'on appelle autorégulation, a €té décrite initialement chez la drosophile.
Ce mécanisme est impliqué principalement dans le maintien des domaines d’expression et

ce, que ce soit en prenant part a une boucle d'autorégulation positive comme dans le cas
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des genes Deformed et Ultrabithorax (Casanova ef al., 1985, 1987; Peifer ef al., 1987,
Kuziora et McGinnis, 1988), ou d’autorégulation négative comme dans le cas du gene

labial (Chouinard et Kaufman, 1991).

Chez les mammiferes, suite a l'initiation de l'expression des geénes Hox par le RA
(voir la section 1.3.4.1), et par les facteurs de transcription KROX20 et KREISLER,
l'expression des génes Hox doit étre maintenue pour que le programme développemental
puisse s'éfectuer normalement. Par exemple, au niveau des rhombomeres, cette tiche est
prise en charge par les mécanismes d'autorégulation et de régulation croisée, discutés a la
section suivante, notamment en ce qui concerne les genes Hox des groupes paralogues 1 a
4 appartenant aux complexes HoxA et HoxB. Par exemple, la comparaison des régions
régulatrices du geéne Hoxbl, faite chez plusieurs vertébrés, a permis d'identifier trois
séquences aux motifs conservés qui sont indispensables au développement normal du
quatrieme rhombomeére (r4) du cerveau postérieur primitif. De plus, I'analyse fonctionnelle
de souris transgéniques a démontré I'importance d'un élément d’autorégulation (ARE), sur
lequel se lie des hétérodimeéres HOXB1-PBX1 de méme que PBXI1-PREPI1, pour
restreindre 'expression du géne Hoxb/ au niveau de r4 (Studer et al., 1994; Popperl et al
., 1995; Gavalas ef al., 1998; Ferretti ef al., 2005). En ce qui concerne le géne Hoxa2, en
plus d'étre exprimé au niveau des troisiéme et quatrieme rhombomeres, ainsi que dans le
tube neural jusqu'a la frontiere séparant rl et 12, il est le seul géne Hox présent au niveau
du deuxiéme rhombomere, tel qu'illustré a la Figure 1.6. Cette expression spécifique a
l'intérieur de r2 est maintenue grace a l'action de la protéine HOXAZ2 ainsi que de ses
cofacteurs PBX1et MEIS1 (Lampe e al., 2004). De la méme facon, les membres du groupe
paralogue 3, Hoxa3 et Hoxb3, maintiennent également leur expression grace a un
mécanisme d'autorégulation. En effet, la comparaison des éléments régulateurs localisés
en cis des génes Hoxa3 du poulet et de la souris a montré qu'un élément conservé de type
activateur/amplificateur controle la phase tardive de son expression grace a une boucle
d'autorégulation impliquant I'hétérodimeére protéique HOXA3/PBX1A (Manzanares et al.,
2001). Quant au gene Hoxb3, son expression dynamique et complexe au niveau du cerveau
postérieur primitif en développement, ainsi que dans les cellules de la créte neurale qui
sont associées, est controlée par trois éléments régulateurs situés en cis. Par une approche

jumelant la mutagenése a la transgenese afin d'identifier les facteurs agissant en frans
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responsables du maintien de son expression chez la souris, la protéine HOXB3 a été
identifiée comme étant essentielle a sa propre expression (Yau efal., 2002). Enfin, lorsqu'il
est introduit dans un environnement génétique Hoxa4™", l'expression du transgéne
Hoxa4/lacZ est soit completement abolie, soit significativement réduite dans les embryons

de souris agées entre E10.5 et E12 (Packer ez al., 1998).

1.3.2 La régulation croisée

Tel que mentionné a la section précédente, le mécanisme impliquant la régulation
croisée des différents produits des génes Hox, découvert initialement chez la drosophile,
permet €galement a ceux-ci de maintenir l'intégrité de leurs domaines d'expression. Par
exemple, les mutants pour le géne Ubx présentent une absence de la frontiere postérieure
d'expression du gene Antp, suggérant une régulation négative de 1I’expression du géne Antp
par la protéine UBX (Hafen et al., 1984). De la méme fagon, le produit protéique des genes
homéotiques postérieurs AbdA et AbdB réprimerait 1'expression du géne Ubx (Struhl et
White, 1985; White et Wilcox, 1985). Fait intéressant, le méme mécanisme de régulation
croisée peut avoir des répercussions différentes selon le tissu a l'intérieur duquel il opere,
comme par exemple le gene Scr qui est positivement régulé par la protéine ANTP au niveau
du mésoderme viscéral, et négativement au niveau de 1'épiderme (Reuter et Scott, 1990).
Tel que mentionné préalablement a la section 1.1.3.1, les études menées chez la drosophile
concernant l'expression ectopique des genes homéotiques ont révélé des transformations
homéotiques circonscrites aux parties antérieures de leur domaine d'expression endogene
(Mann et Hogness, 1990). L'hypothése découlant de ce constat veut que l'absence de
phénotypes dans les parties postérieures au domaine d'expression normal des geénes
homéotiques exprimés ectopiquement résulte d'une régulation croisée négative, orchestrée
par les protéines HOM présentes dans le tissu. Autrement dit, I'expression ectopique est
possible dans les régions exemptes des genes suppresseurs. Ce phénomene de suppression
phénotypique est appelé la prévalence postérieure (Gonzalez-Reyes et Morata, 1990; Mann

et Hogness, 1990) et sera décrit a la section suivante.

Plusieurs exemples de régulation croisée ont également été rapportés chez la souris.

Par exemple, les souris HoxhI”~ montrent un développement anormal du cerveau postérieur
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primitif entre les deuxiéme et cinquiéme rhombomeres inclusivement, qui s'explique par
l'absence d'expression du geéne Hoxb/ au niveau de la frontiere entre r3 et r4 (Studer ez al.,
1996, 1998; Barrow et al., 2000; Di Rocco ef al., 2001), de méme que par l'expression
anormale des autres genes Hox impliqués dans cette cascade développementale, comme
lI'expression du géne Hoxb2 au niveau du quatriéme rhombomere ainsi que des CNN qui
en dérivent (Maconochie et al., 1997). De plus, la génération de souris transgéniques
exprimant de fagon ectopique le géne Hoxb3, spécifiquement au niveau du quatriéme
rhombomere grace a I'élément de type activateur/amplificateur appartenant au géne Hoxb?2,
entraine 1'abolition de 1'expression du gene Hoxb ! au niveau de cette structure, de méme
que des défauts neuronaux similaires a ceux observés chez les souris mutantes Hoxbl”
(Wong et al., 2011). Des analyses moléculaires ont confirmé I'existence d'une boucle de
régulation croisée négative exercée par la protéine HOXB3 sur l'expression du géne Hoxb /.
Concernant le gene Hoxb3, les deux sites de liaison potentiels aux protéines HOX situés
au sein d'un élément régulateur ne reconnaissent pas que la protéine HOXB3 de fagon
spécifique, mais également la protéine HOXB4, ce qui suggere la présence d'un mécanisme
de régulation croisée pour que I’expression du géne Hoxb3 soit correctement dirigée au
niveau du cerveau postérieur primitif et du tube neural (Yau ef al, 2002). Quant a la
séquence impliquée dans l'expression tardive du gene Hoxa3, elle est reconnue par les
hétérodimeres comprenant la protéine PBX1A associée au produit de n'importe lequel des
genes Hox membres du groupe paralogue 3 (Manzanares ef al., 2001). Enfin, des études de
délétion des genes situés en S' des complexes HoxA et HoxD ont révélé une dérégulation
globale des génes Hox appartenant a ces complexes, suggérant la présence d'un mécanisme
par lequel les protéines HOX fonctionnellement dominantes établissent et/ou maintiennent
les parametres spatiaux d'expression des autres geénes de Hox au sein d'un tissu donné

(Sheth et al., 2013).

Bien que les études portant sur les mécanismes d’autorégulation et de régulation
croisée n’aient été réalisées que dans le contexte du cerveau postérieur primitif, il n'en
demeure pas moins que la régulation de I’expression des genes situés en 3' des complexes
Hox a été plus approfondie que celle des genes en 5'. Des études plus récentes ont toutefois

démontré que ces mécanismes sont également présents chez ces genes Hox et qu'ils
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participeraient a la prévalence postérieure chez les vertébrés (Yekta ef al., 2004, 2008;

Woltering et Durston, 2008; Plaza ef al., 2009; Durston et al., 2011).

1.3.3 La suppression phénotypique ou prévalence postérieure

Tel que mentionné a la section précédente, le modele de prévalence postérieure
découle des travaux chez la drosophile, ou l'expression des genes HOM plus postérieurs
masque celle des plus antérieurs (Bachiller ez al., 1994; Duboule et Morata, 1994; Peichel
et al., 1997). Ces travaux ont également permis d'identifier deux mécanismes impliqués :
la régulation transcriptionnelle croisée, qui fait 1'objet de cette section, et la régulation post-
transcriptionnelle impliquant les microARN (miRNA), qui sera décrite a la section

1.3.13.1.

Ainsi, l'utilisation du promoteur du géne Hsp70 pour diriger ectopiquement
l'expression du géne Ubx génere des transformations homéotiques de postériorisation dans
les segments antérieurs a son domaine d'expression endogene, alors que les segments
postérieurs, ou la protéine AbdB est exprimée, ne présentent aucun phénotype (Gonzalez-
Reyes et Morata, 1990; Mann et Hogness, 1990). De la méme fagon, les protéines UBX et
AbdA régulent respectivement 1'expression du géne Dpp dans le mésoderme viscéral, de
facon positive au niveau du septieme parasegment et de facon négative au niveau des
huitieme et douziéme parasegments, en liant toutes deux la méme séquence de type
activatrice/amplificatrice (Panganiban ef al., 1990; Reuter ef al., 1990), mais sur des sites
différents excluant 1'hypothése de la compétition directe (Li et McGinnis, 1999). Par
conséquent, 'hypothese voulant qu'un encombrement stérique produit par la protéine HOM
dite "suppresseure" empéche la liason d'une autre protéine a 'ARE et module ainsi la
transcription semble envisageable (Capovilla et Botas, 1998). Enfin, 1a mutation du géne
Extra sex combs (Esc), membre de la famille Polycomb (Pc(G) décrite a la section 1.3.8,
génere une surexpression globale des génes HOM, alors que la transformation homéotique
observée est dictée par la surexpression du gene AbdB (Duboule et Morata, 1994). Des
données rapportées relativement récemment ébranlent quelque peu le concept de
prévalence postérieure, puisque les quatre génes homéotiques les plus en 3' du complexe

Ant-C (Lab, Pbx, Def et Scr) seraient dominants sur le géne Anfp. Suite a des expériences
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de perte et de gain de fonction, il semblerait que le gene Anip serait le premier géne Hox
ancestral et que ceux situés de part et d'autre auraient évolué par duplication en "images
miroirs" (Gehring ef al., 2009). Une schématisation des différents concepts liés a la

prévalence postérieure est présentée a la Figure 1.8.

L'hypothése voulant que le phénomene de prévalence postérieure soit conserveé chez
les vertébrés a été formulée suite a l'incapacité d'un traitement avec le RA a rétablir
l'expression des geénes Hox situés les plus en 3' des complexes chez le poulet (section
1.3.4.1.), alors que les genes situés plus en 5' des complexes occasionnent une duplication
des structures lorsqu'ils sont exprimés de fagon ectopique au niveau du site de traitement
(Duboule et Morata, 1994). De plus, comme les transformations homéotiques associées a
l'expression ectopique d'un géne Hox surviennent toujours dans les régions antérieures au
domaine d'expression endogene a ce dernier (Cribbs ef al., 1995), plusieurs hypotheses ont
été émises pour tenter d'expliquer le mode d'action de la prévalence postérieure. Par
exemple, 'efficacité supérieure des produits des genes Hox postérieurs a reconnaitre le site
de liaison a I'ADN, ou bien a interagir avec les cofacteurs comparativement aux genes plus
antérieurs (LaRonde-LeBlanc et Wolberger, 2003), pourrait expliquer ce phénomene. De
plus, cette observation suggére que le treizieéme résidu du domaine homéo ainsi que le bras
N-terminal, qui différent entre les protéines HOX antérieures et postérieures, joueraient un
role central dans I'efficacité de liaison a 'ADN. D'ailleurs des expériences ou il y a échange
de domaine homéo entre deux protéines abondent dans ce sens (Zhao et Potter, 2002). La
génération de souris transgéniques exprimant ectopiquement certains genes Hox
postérieurs ont également confirmé la 1égitimité du concept de prévalence postérieure chez
les mammiferes (van der Hoeven ef al., 1996, Peichel ef al., 1997). Méme si la prévalence
postérieure demeure un concept relativement accepté dans le domaine, aucune preuve
moléculaire directe n'a jamais vraiment confirmé sa validité hors de tout doute. Donc, afin
d'avoir une vue d'ensemble représentative de la régulation de I’expression des genes Hox

en général, il est important que la lumiere soit faite sur ce phénomene.

1.3.4 Les facteurs agissant en trans

Mis a part les mécanismes d'autorégulation et de régulation croisée, qui ont été
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respectivement décrits dans les sections 1.3.1 ainsi que 1.3.2, et qui font intervenir les
produits des genes Hox dans la modulation de leur propre expression, plusieurs autres
facteurs sont en mesure de réguler l'activité transcriptionnelle des genes Hox en se fixant
directement a leur séquences d'ADN. Les premieres pistes quant aux acteurs potentiels
agissant en frans au niveau des éléments régulateurs de I'expression des génes Hox vinrent
des données d'hybridation in situ concernant leur expression spatio-temporelle. En effet,
puisqu'ils sont initiés durant la gastrulation et qu'ils sont essentiels a la spécification de
l'axe AP, I'acide rétinoique (RA), les facteurs de transcription KROX20, KREISLER ainsi
que CDX, de méme que certains membres des voies de signalisation Wnt, FGF et Notch
(Pearson et al., 2005; Lengerke ef al., 2008) constituent des acteurs potentiels dans le
contrble de l'expression des génes Hox. Par la suite, les approches de transgenéese faisant
intervenir des souris Hox/lacZ ont permis, dans un premier temps, de confirmer les résultats
d'hybridation in situ de plusieurs genes Hox localisés en 3' des complexes, et, dans un
deuxieme temps, de circonscrire les régions régulatrices d'intérét par délétions successives
(Schughart er al., 1991; Vogels ef al., 1993; van der Hoeven ef al., 1996; Gould et al.,
1997; Charité et al., 1998, Sharpe et al., 1998; Manzanares ef al., 2001). Quant aux genes
Hox situés plus en 5°, ils semblent répondre a d'autres mécanismes régulateurs. D'ailleurs,
la régulation a distance de I’expression des genes situés en 5' du complexe HoxD au niveau

des membres fera I'objet de la section 1.3.5.

1.3.4.1 L'acide rétinoique

L'acide rétinoique, un métabolite actif de la vitamine A, est synthétisé
essentiellement par la rétinaldéhyde déshydrogénase de type Il (RALDH2) a I'intérieur du
mésoderme proximal dés la gastrulation (Durston ef al., 1989), alors qu'il est dégradé par
le cytochrome P450 (CYP26). Suite a sa synthése, le RA est pris en charge par la protéine
de transport CRABP1/2 qui s'occupe de son importation nucléaire et de le présenter a ses
récepteurs cibles (Dollé er al, 1989). 1l existe deux classes de récepteurs nucléaires
appartenant a la superfamille des hormones stéroidiennes qui sont respectivement les
récepteurs de l'acide rétinoique (RAR), capables de lier a la fois toutes les formes mrans
ainsi que la forme 9-cis RA, et les récepteurs aux rétinoides X (RXR), qui reconnaissent

seulement la forme 9-cis. Ces deux classes se divisent respectivement en trois membres:
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Figure 1.8: (A) La prévalence postérieure au sein des genes Hox chez la drosophile.
L'effet dominant des genes plus postérieurs sur les plus antérieurs est représenté. (B) La
prévalence postérieure controlée par l'action des microARNs (miRNAs). miR-10 et mIR-
196 répriment tous les deux l'expression de certains genes Hox. Un seul complexe est
schématisé et l'action sur le groupe paralogue est représentée par une fleche rouge. (C)
Postulat du modele de Gehring pour un €tat basal ancestral représenté par la fonction du
gene Antennapedia (Hox6), au niveau du second segment thoracique, qui est dominée a la
fois par les genes Hox antérieurs et postérieurs (tirée de Durston ef al., 2011. Autorisation

recue de la part de(s) auteur(s).)



Prévalence postérieure chez la drosophile

ANTP < BXC < AbdA < AbdB
HOX6 < HOX7 < HOX8 < HOX9

Prévalence postérieure médiée par les miRNA

Mir-10 Mir-196

v

HOX1 HOX2 HOX3 HOX4 HOX5 HOX6é HOX7 HOX8 HOX9 HOX10

Modéle de Gehring

HOX1 > HOX2 > HOX3 > HOX4 > HOX5 > HOX6 < HOX7 < HOX8 < HOX9

53



NRIB1 (RARa), NR1B2 (RARB), NR1B3 (RARy), NR2B1 (RXRa), NR2B2 (RXRp) et
NR1B3 (RXRy), chacun possédant de multiples isoformes (Chambon, 1996). Une fois
activés, ces récepteurs s'hétérodimérisent au niveau d'un site que I'on nomme "élément de
réponse a l'acide rétinoique" (RARE) (Kastner et al., 1997). 1l s'agit d'un motif consensus
en tandem séparé¢ généralement par 2 ou 5 pb (DR2 ou DRS). Le nombre important
d'exemples recensés concernant les altérations du profil d'expression de génes Hox induites
par le RA, et ce dans les embryons de plusieurs especes différentes de vertébrés (Conlon
et Rossant, 1992; Maden et Holder, 1992; Marshall ef al., 1992; Morriss- Kay, 1993), fait
des RAR/RXR des candidats logiques pour le controle de l'expression des genes Hox,
d'autant plus que les souris mutantes pour le récepteur RARy présentent des
transformations homéotiques (Lohnes ef al., 1993) dont certaines rappellent celles
observées chez les souris Hoxb4~ (Ramirez-Solis et al., 1993). Plusieurs RARE
fonctionnels ont été identifiés dans les séquences d'ADN flanquant certains genes Hox
comme Hoxal, Hoxbl, Hoxa4, Hoxb4 et Hoxd4 (Langston et Gudas, 1992; Popperl et
Featherstone, 1993; Marshall e7 al., 1994, Dupé et al., 1997; Gould ef al., 1998; Packer et
al., 1998; Zhang et al., 2000; Huang ef al., 2002). En ce qui concerne le RARE situé dans
la séquence intergénique Hoxa+4-Hoxas, bien que le traitement des souris transgéniques
Hoxa4/lacZ au RA induise une expression ectopique du géne rapporteur au niveau du tube
neural ainsi que du cerveau postérieur primitif, la boucle d'autorégulation est nécessaire a
l'induction (Packer ef al., 1998). De plus, le RARE localisé dans la séquence intergénique
Hoxb4-Hoxb5 est également responsable de I'expression des genes Hoxb3, Hoxb6 et Hoxb8
au niveau du cerveau postérieur primitif (Oosterveen ez al., 2003a). De plus, il a été observé
dans la lignée cellulaire de tératocarcinome ovarien humain PA-1, transformée par la
protéine N-RAS, que l'activation de I'expression des genes du complexe HoxA par RA est
retardée (Doerksen ef al., 1996). Ceci s'explique, entre autres, par une compétition au
niveau d'un élément régulateur, situé en 5' du promoteur du géne Hoxa4 chez 'humain,
entre un site RARE, agissant conjointement avec un site de liaison pour la protéine AP2
comme activateurs transcriptionnels, et une boucle de rétrocontrdle négatif enclenchée par

la surexpression du gene Ap2 dépendante de la protéine N-RAS.

En réponse au RA, le réle de facteur de transcription rempli par les différents

récepteurs nucléaires activés permet également d'initier des modifications au niveau de la
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structure de la chromatine et ce en recrutant aussi bien des coactivateurs que des
corépresseurs (Weston et al., 2003b; Chamberyron et Bickmore, 2004). En effet, en
absence de RA, les hétérodiméres RAR/RXR induisent un état chromatinien
transcriptionnellement inaccessible en mobilisant des corépresseurs tels que les récepteurs
nucléaires corépresseurs (NCoR) et les déacétylases des histones (HDAC) (Weston ef al.,
2003a). Bien que l'effet répresseur sur l'expression des génes Hox qu'exercent ces
récepteurs en l'absence de leur ligand soit peu documenté, au moins un RARE régulant
négativement leur expression a été décrit dans le cas du géne Hoxb ! (Studer et al., 1994).
En présence de RA, on observe un changement allostérique du domaine d'interaction
protéique qui permet cette fois-ci le recrutement de coactivateurs possédant une activité
histone acétyltransférase (HAT), telle que la protéine de liaison a CREB (CBP/p300). De
plus, a l'aide de lignées de cellules souches embryonnaires (ESC) mutantes pour RARy, il
a été démontré que ce récepteur est essentiel a l'activation des complexes HoxA et HoxB.
On observe également une cinétique de réorganisation épigénomique, ou ni l'abolition
complete de la marque répressive de trimétylation de la lysine en position 27 de la queue
de I'histone H3 (H3K27me3), exécutée par les protéines Polycomb, ni la présence de RARy
ne sont requises a 1'établissement de 1'état bivalent de transcription des complexes Hox.
Toutefois, le signal RA/RARY est nécessaire a l'effacement de la marque H3K27me3 et a
l'activation des genes Hox lors de la différenciation des ESC (Kashyap ef al., 2011). Une
autre étude a permis de découvrir que la production de RA par le mésoderme paraxial active
des RARs liés constitutivement a certains sites génomiques qui a leur tour initient le
recrutement additionnel de RAR au niveau de domaines chromatiniens a proximité des
genes Hox appartenant aux groupes paralogues 1 a 5 (Mahony ef a/., 2011). De plus, le
systeme de différenciation in vitro des ESC de souris en neurones moteurs spinaux
(Wichterle ef al., 2002) a révélé le recrutement de RARs en 3' des complexes, de méme
que la perte de la marque H3K27me3, menant a 1'expression des facteurs de transcription
HOXA4, HOXAS, HOXC4 et HOXCS au niveau des neurones moteurs cervicaux (Peljto
et al.,2010; Mazzoni ef al., 2013). Les sections 1.3.7 et 1.3.8 traiteront respectivement de
l'organisation tridimensionnelle de la chromatine et des protéines du groupe Polycomb

(PcG) de fagon plus approfondie.
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Enfin, bien qu'une quantité importante de connaissances sur l'activation des genes
Hox par RA a été acquise en étudiant la spécification du cerveau postérieur primitif
(Wilkinson et al., 1989; Morrison et al., 1996; Folberg ef al., 1997, Gavalas et Krumlauf,
2000; Niederreither et al., 2000), la régulation de 1’expression des genes Hox par le RA
participe également a I’ontogenése de plusieurs autres organes (Wilson ef al., 1953). En
effet, l'altération du niveau d'expression de plusieurs acteurs du sentier signalitique de RA
(Raldh2, Raro/8/y, Rxra/8/y, Cyp26) entraine des malformations séveres au niveau du
cceur (Mic et al., 2002), des membres (Riddle ef al., 1993), de méme que plusieurs organes
émergeant de l'intestin antérieur primitif tels que le pharynx et le pancréas (Bayha ez al.,
2009), ainsi qu' un role prépondérant dans le développement pulmonaire (Rossant et al.,
1991; Malpel et al., 2000; Mollard et al., 2000, Wongtrakool ef al., 2003; Desai ef al.,
2006; Chen et al., 2007). De plus, le site RARE situ¢ dans la séquence intergénique Hoxa4-
Hoxa5 est essentiel et suffisant a l'expression du transgene Hoxa4/lacZ au niveau du
poumon et de l'intestin proximal (Packer er al., 1998, 2000), alors que l'induction de
'expression des génes Hoxb5 et Hoxb6 est détectée apres traitement de fibroblastes de
poumons embryonnaires de souris (MEF) au RA (Bogue et al., 1994; Volpe et al., 1997,
Chinoy et al., 1998).

1.3.4.2 Les protéines CDX

Les génes Cdx codent pour des facteurs de transcription a boite homéo qui sont
homologues a la protéine Caudal, laquelle est exprimée initialement dans la région
postérieure de I'embryon de drosophile au niveau de 1'abdomen et de l'intestin postérieur
primitif (Macdonald et Struhl, 1986; Mlodzik et Gehring, 1987). Chez la souris, on retrouve
trois protéines CDX homologues (CDX1, CDX2 et CDX4) qui se lient a la séquence
d'ADN (A/C)TTTATA(A/G) afin de réguler directement les genes Hox au niveau du
mésoderme ainsi que du neurectoderme, et ce de maniere dose dépendante (Margalit et al.,
1993; Subramanian ef al., 1995; Pownall et al., 1996; Charité et al., 1998; Isaacs ef al.,
1998; Gaunt et al., 2004). De plus, les phénotypes observés chez les différentes souris
mutantes pour les génes Cdx concernant I'établissement de 1'axe AP suggérent qu'ils
affectent 'expression des genes Hox de la région cervicale a la région caudale du squelette

axial (van den Akker et al., 2002; Houle et al., 2003). Cette régulation spatio-temporelle
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s'effectue grace aux éléments de réponse aux CDX (CDRE) présents dans les séquences
d'ADN adjacentes aux genes Hox ciblés. Ainsi, des CDRE fonctionnels orchestrent
l'expression des genes Hoxa7, Hoxb8, Hoxc8 (Knittel ef al., 1995, Shashikant ef al., 1995,
Subramanian et al., 1995; Haerry et Gehring, 1996; Taylor

et al. 1997, Charité et al., 1998; Gaunt, 2000; Gaunt ef al., 2004).

Le gene Cdx/ est exprimé initialement a la fois dans l'ectoderme et le mésoderme
de la PS au jour E7.5 (Meyer et Gruss, 1993). Un peu plus tard, on le retrouve au niveau
de la corde spinale présomptive, de certaines populations de CCN, du mésoderme paraxial
ainsi qu'au niveau des somites, ou son expression deviendra restreinte au dermomyotome
a E10.5. Au méme stade embryonnaire, on observe également une expression
mésenchymale du géne Cdx/ au niveau des bourgeons des membres supérieurs et, de plus
faible intensité, au niveau des membres inférieurs. De plus, les souris Cdx/”~ possédent un
spectre de transformations homéotiques d'antériorisation, localisé entre C1 et T8
inclusivement, et associé a une postérieurisation du domaine d'expression des génes Hoxc6

et Hoxa7 (Subramanian ef al., 1995).

Parmi les trois génes Cdkx, c'est le géne Cdx2 qui a I'expression la plus précoce en
débutant a E3.5 au niveau des cellules trophoblastiques (Beck ef al., 1995). 1l est aussi
retrouvé sensiblement dans les mémes tissus que le gene Cdx/, en plus de la base de
I'allantois et de l'intestin postérieur primitif. De plus, les embryons Cdx2” sont incapables
de s'implanter adéquatement et meurent a E3.5. C'est donc en étudiant les embryons Cdx2""
que des transformations homéotiques comparables a celles observées chez les mutants
Cdx 17~ ont pu étre répertoriées. De facon intéressante, malgré le fait que la protéine CDX2
aune frontiere rostrale d'expression située au niveau du PSM, la perte de sa fonction altere
tout de méme l'expression des génes Hox au niveau cervical, suggérant une interaction
précoce avec ses génes Hox cibles au niveau du PSM (van den Akker ef al., 2002).
D'ailleurs, I'expression des genes Hoxb 1, Hoxd4 et Hoxb8 est diminuée chez les embryons
mutants Cdx2 HM générés par agrégation d'embryons tétraploides. Enfin, les souris HT
pour le géne Cdx2 sont plus petites a la naissance et possédent une queue tronquée,
suggérant pour la premiere fois I'implication des protéines CDX dans 1'élongation de l'axe

AP (Chawengsaksophak et al., 1997; 2004). A noter également le role du géne Cdx2 dans
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I'ontogenése du systeme digestif étant exprimé dans les cellules prolifératives de la crypte

(Freund ef al., 1998).

Tout comme le géne Cdx/, I'expression du gene Cdx4 est initiée des E7.5, mais de
facon plus faible et plus postérieure au niveau de la PS. Comparativement aux genes Cdx2
et Cdx/ qui s'éteignent respectivement dans la partie postérieure a E12.5 et E12.0,
l'expression du géne Cdx4 disparait apres E10.5 (Gamer et Wright, 1993). Les souris Cdx4
"~ sont viables, fertiles, et ne présentent aucun phénotype apparent. Toutefois, I'implication
du gene Cdx4 dans 1'établissement du squelette axial est révélée chez les mutants doubles
HT avec l'un ou l'autre de ses homologues (van Nes et al., 2006). D'ailleurs, le phénotype
de troncation de 1'axe AP observé chez les individus mutants Cdx2""Cdx4" est sauvé en
forcant l'expression des génes Hoxa5 et Hoxb8, suggérant la régulation de leur expression
par les protéines CDX lors de ce processus développemental (Young ef al., 2009). ). La
régulation de 1’expression du geéne Hoxd4a par Cdx4 lors de la spécification des

hémangioblastes a également été observée chez le poisson zebre (Amali ez al., 2013).

1.3.4.3 Voies de signalisation FGF, Wnt et Notch

Le réseau complexe d'interactions génétiques contrdlant I'expression des génes Hox
lors des processus d'élongation et de spécification de l'axe AP, de méme que la
segmentation mésodermique, font intervenir différents signaux tels que ceux contrdlés par
le RA (section 1.3.4.1), les facteurs de croissance fibroblastique (FGF), de méme que par
les protéines WNT et NOTCH (Deschamps et van Nes, 2005). En plus de I'action directe
du RA sur la transcription des genes Hox, et I'action potentiellement directe du FGF et de
la protéine WNT, ces voies contrdlent également indirectement l'expression des génes Hox
par l'intermédiaire des facteurs de transcription CDX. Un résumé sous forme schématisée
de l'intégration de ces différents sentiers signalétiques dans la régulation de I’expression

des génes Hox est présenté a la Figure 1.9.

Bien qu'aucune évidence moléculaire n'ait pu confirmer si le réle qu'exercent les
FGFs sur l'expression des genes Hox est direct ou indirect, plusieurs exemples dans la
littérature montrent que l'altération de la voie FGF altere I'expression de certains genes Hox

(Ciruna et Rossant, 2001). Par exemple, la perte partielle de la transmission du signal FGF,
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causée par une mutation hypomorphe au niveau du geéne codant pour le récepteur FGFR1,
entraine une postérieurisation du profil d'expression des génes Hoxd4 ainsi que Hoxbh9 au
niveau du mésoderme latéral (Partanen ef al., 1998). L'induction de I'expression du gene
Hoxb8 dans la partie caudale d'embryons de souris, suite a l'administration de FGF, est
¢galement observée (Bel-Vialar ef al., 2002; Delfino-Machin ef al., 2005). De plus, des
expériences de greffes hétérotopiques de listhme, source de FGF a la frontiere des
cerveaux moyen et postérieur, abolissent I'expression du gene Hoxa?2 au niveau des CCN
dérivant du second arc branchial (Trainor ef al., 2002). Ces résultats corrélent avec la
transformation homéotique observée au niveau du second arc branchial des souris mutantes
Hoxa2™", de méme qu'avec la perte de son expression lors d'une expression ectopique du

gene Fgf8 dans un systéme de greffe caille-poulet (Irving et Mason, 2000).

De la méme fagon, malgré les indices suggérant que le sentier signalétique WNT
controlerait 1’expression des genes Hox durant la progression antérieure de la PS (Forlani
et al., 2003), il est impossible de confirmer qu'il s'agit d'un rdle direct ou indirect faute de
données moléculaires. Par contre, l'analyse de différents mutants Wnt3a montre une
postériorisation du domaine d'expression des genes Hoxd3, Hoxdl3, ainsi que Hoxb4

(Ikeya et Takada, 2001).

Plusieurs éviedences moléculaires concernant l'action indirecte des voies de signalisation
RA, FGF et Wnt sur l'expression des genes Hox via l'intermédiaire des protéines CDX sont
recensées dans la littérature (Isaacs ef al., 1998; lkeya et Takada, 2001; Sakai ef al., 2001,
Walshe er al., 2002; Abu-Abed ef al., 2003; Chawengsaksophak ez al., 2004; Pilon et al.,
2006; Shimizu et al., 2006, Skromne ef al., 2007). Les protéines Cdx permettent, entre
autres, l'intégration du signal complexe provenant des gradients opposés de RA et de FGF,
ainsi que du sigal WNT, afin de transmettre l'information aux genes Hox pour qu'ils
puissent remplir leurs fonctions. Par exemple, le signal RA active l'expression des genes
Hox en 3', alors que le signal FGF active I'expression des génes plus caudaux membres
des paralogues Hox6 a Hox9 (Bel-Vialar ef al., 2002; Nordstrom et al., 2006), qui
CNS (Liu et al., 2001). De plus, les gradients rostro-caudaux opposés de RA et de FGF, de

concert avec la siganlisation WNT, contrdlent également I'expression des genes Hox
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Figure 1.9: Le réseau d'interactions génétiques impliquant les genes Hox dans le contrdle
de 1'élongation axiale (orange), de la segmentation du mésoderme (vert) ainsi que dans
I'établissement de l'axe AP (violet). La relation entre les processus morphogénétiques
initiés par les voies de signalisation impliquant FGF, WNT, RA ainsi que NOTCH, passant
ou non par les protéines CDX, et l'expression des genes Hox est représentée. Les lignes
pleines correspondent a des interactions confirmées, alors que les lignes pointillées
consistent en des interactions qui n'ont pas été confirmées au niveau moléculaire (tirée de

Deschamps et Van Nes, 2005. Autorisation recue de la part de(s) auteur(s).)
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lors de la spécification des somites (Dubrulle ef a/., 2001; Aulehla ef al., 2003; Dubrulle et
Pourquié, 2004a ). Il ne s'agit cependant pas d'un modele universel, puisque les sentiers
RA et FGF peuvent également agir dans la méme direction lors de I'établissement de 1'axe
AP (Pownall ef al., 1998; Diez del Corral et Storey, 2004; Bayha et al., 2009) et que
l'action des sentiers WNT et FGF sur I'élongation axiale ainsi que sur la formation des
somites, via l'intermédiaire des protéines CDX, ne font pas forcément intervenir les génes

Hox (Savory et al., 2009).

En plus de l'influence des morphogenes, I'expression des genes Hox dans le PSM
antérieur est affectée par la mutation de genes impliqués dans le processus de segmentation,
comme la perte ou le gain de fonction de membres du sentier de signalisation NOTCH
(inactivation de l'effecteur RBPjk, activation d'une forme dominante négative du ligand
DLL1) (Zakany et al., 2001; Cordes ef al., 2004). De plus, l'effet sur 'expression des genes
Hox découlant de 1'altération de la voie WNT au niveau du PSM régulerait directement la

voie NOTCH (Hofmann et al., 2004; Galceran et al., 2004).

1.3.5 Partage et sélectivité d'éléments régulateurs

Plusieurs éléments de réponse aux diftférents facteurs agissant en frans, décrits a la
section 1.3.4, font partie de régions régulatrices situées a l'intérieur des séquences
intergéniques d'ADN qui séparent les loci des genes Hox au sein du méme complexe. Par
conséquent, des mécanismes complexes de régulation contrélant l'expression spatio-
temporelle des geénes Hox ont été acquis au cours de I'évolution. Le partage et 1a sélectivité

d'un élément régulateur pour différents promoteurs de génes Hox en sont des exemples.

Le partage de séquences régulatrices agissant en cis permet de cibler l'expression
de genes Hox voisins dans les mémes tissus ou cellules. Par exemple, la séquence
intergénique Hoxb3-Hoxb4 renferme un élément nécessaire a leur expression conjointe au
niveau du cerveau postérieur (Gutman ef al., 1994; Gould ez al., 1997). Ensuite, un élément
situé a l'intérieur de la séquence intronique du gene Hoxb4 agit positivement sur
I'établissement des limites d'expression des genes Hoxb4 et Hoxb5 au niveau du tube neural

(Whiting ef al., 1991). De plus, la séquence intergénique Hoxb4-Hoxb5 contient une autre
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séquence d'ADN agissant en cis, ayant pour fonction de promouvoir l'expression de ces
deux génes au niveau des somites. Enfin, un élément localisé en 5' du gene Hoxb6 dirige
son expression, de méme que celle du géne Hoxb5 dans les membres (Sharpe et al., 1998).
De la méme fagon, les genes Hoxdl0 et Hoxdll partagent deux éléments régulateurs
différents (Zakany et al., 1997b). 1l s'agit d'une séquence régulatrice agissant positivement
sur leur expression dans le mésoderme paraxial, alors que I'autre empéche leur transcription

afin de fixer leur frontieére antérieure au niveau du squelette axial.

Toutefois, puisque les domaines d'expression des genes Hox voisins ne se
chevauchent que partiellement, des stratégies conférant une spécificité a certaines
séquences régulatrices doivent également s'ajouter aux mécanismes partages afin que le
protocole de différenciation initié par le code Hox soit respecté. La grande région d'ADN
englobant les locus des génes Hoxb3 a Hoxb6 est également riche en éléments régulateurs
spécifiques a certains promoteurs. Un schéma récapitulatif des séquences régulatrices qui
sont respectivement partagées ou spécifiques aux promoteurs de ces genes Hox est présenté
a la Figure 1.10 (Sharpe ef al, 1998). On remarque, dans un premier temps, que
l'expression au niveau des membres, dirigée par un élément situé entre les genes Hoxb4 et
Hoxb5, n'agit que sur Hoxb4. Ensuite, leur expression temporelle au niveau du tube neural
est aussi régulée différentiellement puisque celle du géne Hoxb4 est plus précoce que celle
du gene Hoxb5. De plus, il existerait une compétition pour la séquence d'ADN agissant en
cis sur l'expression neurale de ces genes, ou le promoteur du géne Hoxb4 serait
préférentiellement activé. Enfin, 1'élément qui dirige conjointement 'expression des génes
Hoxb35 et Hoxb6 au niveau des membres est responsable de l'expression spécifique du gene

Hoxb6 al'intérieur du SNC ainsi que du LPM.

L'étude du complexe HoxD a également permis de faire la lumiére sur un systéme
complexe de partage et de sélectivité d'éléments régulateurs contrdlant 1'expression de ces
genes au niveau des membres. Une analyse par "tilling array" ainsi que des délétions ciblées
dans un contexte de transgene ont permis de mettre en évidence que, bien que la relation
entre l'ordre des génes au sein du complexe HoxD et leur frontiere d'expression rostrale
respective respecte la colinéarité spatiale, leur distribution n'est pas complétement

progressive le long de I'axe. En effet, il existe deux frontiéres antéro-postérieures, associées
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Figure 1.10: Modele résumant les différents cas de partage, de méme que les actions
spécifiques des éléments régulateurs situés dans les séquences non codantes des génes
Hoxb antérieurs. Les différentes séquences régulatrices sont représentées par des ovales et
dirigent l'expression des genes Hoxb au niveau des membres (vert), des somites (bleu),
LPM (violet) et dans le tube neural (jaune). Les fléches pointillées représentent des
interactions qui varient en fonction du promoteur (Tirée de Sharpe er al., 1998.

Autorisation recue de la part de(s) auteur(s).)
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aux subdivisions fonctionnelles de la moélle épiniére, qui sont contrdlées par deux blocs
transcriptionnels différents (Tschopp ef al., 2012). Ce type de régulation faisant intervenir
des ¢léments qui contrdlent globalement l'expression de plusieurs genes Hox , et ce a

distance, fait 'objet de la section suivante.

1.3.6 Régulation a distance

L'expression spatio-temporelle finement controlée des génes Hox lors du développement
des différentes structures complexes des animaux bilatériens nécessite la mise en place d'un
réseau régulatoire sophistiqué intégrant de nombreuses stratégies complémentaires. Ainsi,
des séquences régulatrices séparées par plusieurs kilobases (kb) de leurs promoteurs cibles
s'ajoutent aux €léments plus classiques, situés a proximité des genes qu'ils régulent, pour
orchestrer adéquatement la transcription coordonnée des geénes Hox dans leurs domaines

respectifs.

La régulation a distance est un mécanisme conservé dans plusieurs especes,
notamment chez la drosophile (Dorsett, 1999), ou plusieurs séquences
activatrices/amplificatrices (IAB), situées dans la région intergénique AbdA-AbdB,
exercent un controle transcriptionnel sur ces deux genes, de méme que sur Ubx (Bender et

al , 1983; Estrada er al., 2002; Sipos et Gyurkovig, 2005). Par exemple, 1'élément

activateur/amplificateur IABS dirige spécifiquement l'expression du geéne AbdB, et ce
malgré 55 kb de séquence d'ADN ainsi qu'au moins trois €léments isolateurs qui le séparent
du promoteur. De plus, un élément (PTE) localisé a 59 kb en 5' du promoteur du gene
AbdB, donc a 114 kb de I'élément IABS, est nécessaire pour que ce dernier remplisse ses

fonctions de séquences activatrices/amplificatrices (Ho ef al., 2011).

Tel que mentionné a la section 1.3.5, la majorité des informations recueillies jusqu'a
maintenant en ce qui concerne la régulation a distance chez la souris provient des études
faites sur le complexe HoxD. Toutefois, des exemples de régulation a distance impliquant
d'autres complexes Hox ont aussi été répertoriés. C'est le cas d'un élément régulateur,
localisé a environ 15 kb en 5' du promoteur du géne Hoxc8, qui est responsable d'établir sa

limite antérieure d'expression au niveau des somites et du tube neural (Bradshaw et al .,
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1996). Ceci étant dit, cette section est consacrée essentiellement aux différents modules
régulant a distance I'expression des génes Hoxd. D'ailleurs, une représentation schématique
des séquences régulatrices agissant a distance sur l'expression des génes appartenant au

complexe HoxD est présentée en Figure 1.11.

En premier lieu, un élément régulateur localisé en 3' a I'extérieur du complexe a été
proposé comme remplissant la fonction de diriger 1'expression colinéaire précoce des génes
Hoxd au niveau du LPM du territoire présomptif du membre le long de 1'axe AP. Cet
élément, appelé la région de controle précoce des membres (ELCR ou EE), a été découvert
grace a des approches d'inversions/délétions de régions d'ADN du complexe HoxD chez la
souris (Zakany et al., 2004). Par conséquent, l'expression des genes du complexe HoxD
au niveau du mésenchyme du bourgeon de membre en développement suit les mémes
régles de colinéarité que l'expression précoce dans les tissus axiaux et paraxiaux. A l'autre
extrémité, on retrouve une région de controle global (GCR), située a 240 kb en 5' du
complexe Hoxd, qui dirige 'expression coordonnée de génes répartis sur un grand domaine
chromosomique (Spitz ez al., 2003), dont les genes Hoxd10 a Hoxd!3, de méme que Lvx2
et Lnp. Cette région controle non seulement l'expression de ces 6 geénes au niveau du
mésenchyme distal des membres lors de la formation des doigts, mais abrite également des
éléments dirigeant l'expression des genes £vx2 et Lnp au niveau neural. Cependant, une
région isolatrice empéche l'action des séquences régulatrices neurales sur les génes Hoxd
postérieurs (Kmita ef al,, 2002b). La découverte du GCR vient également appuyer
I'hypothese de 'acquisition tardive dans I'évolution de la fonction des génes Hoxd dans le
développement des membres, comparativement a leur fonction ancestrale le long de 1'axe
AP. (Spitz et al., 2001; Kmita ef al., 2002a). Ainsi, la GCR présente chez les poissons
cartilagineux ne contient que les éléments neuraux (Spitz ef al., 2003). De plus, ces
observations ont fait ressurgir I'hypothése voulant que la duplication de complexe Hox
favoriserait l'apparition de différentes régions régulatrices globales. Des expériences
utilisant une approche de translocations pangénomiques appelée PANTHERE (PAN-
genomic Translocation for Heterologous Enhancer RE- shuffling), visant 1'échange
hétérologue de séquences activatrices/amplificatrices, ont permis de placer les geénes

appartenant au complexe Hox(C sous le controle de la totalité du paysage régulateur du
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Figure 1.11: Régulation globale de 1’expression du complexe HoxD. (Gauche) L'activation
séquentielle 3'-5' des genes du complexe HoxD est représentée selon l'hypothese de
l'activateur/amplificateur global précoce (EE) responsable de l'activation temporelle
colinéaire des genes Hoxd le long de l'axe AP. Seulement trois fleches sont représentées
pour alléger la figure: Hoxd! (jaune), Hoxd8 (orange) et Hoxdl3 (brun). L'élément EE du
schéma correspond a la région de contréle précoce des membres (ELCR) proposée par
Zakany et collegues (Zakany et al.,2004) (Droite). L'influence de la région de contrdle
global (GCR) sur les génes Hoxd postérieurs, de méme que les génes avoisinants (£vx2 et
Lnp), au niveau des doigts (vert) et du tube neural (gris). L'épaisseur des fleches vertes
représentent la force d'action inversement proportionnelle a la distance de 1'élément GCR
sur les génes Hoxd postérieurs (tirée de Deschamps et Van Nes, 2005. Autorisation regue

de la part de(s) auteur(s).)
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complexe HoxD (Tschopp ef al., 2011). De fagon intéressante, le locus chimérique obtenu
est en mesure d'interpréter I'information dictée par ces éléments régulateurs exogenes et de
remplir le role normalement pris en charge par le complexe HoxD. Ces résultats abondent
donc dans le sens d'une évolution optant pour I'apparition de nouveaux modules régulateurs

au lieu de nouvelles cibles transcriptionnelles lors des processus de néofonctionalisation.

En plus des bourgeons de membres, deux autres régions régulatrices,
potentiellement situées a 'extrémité télomérique du chromosome 2 chez la sourts, seraient
responsables de la dichotomie d'expression des genes Hoxd dans le rein en développement
(Di-Poi et al., 2007). En effet, ces deux éléments régulateurs dirigeraient a distance
respectivement l'expression des geénes Hoxd9 a Hoxdl2 au niveau du mésenchyme et

Hoxdl a Hoxd9 au niveau du bourgeon urétral.

Enfin, bien que la représentation schématique de la régulation a distance controlant
l'expression spatio-temporelle des geénes appartenant au complexe HoxD est généralement
linéaire (en deux dimensions), il faut garder a l'esprit que le contact entre un élément
régulateur et un promoteur séparés par plusieurs centaines de kb n'est envisageable que
dans un modele en trois dimensions, lequel sera abordé davantage dans la prochaine
section (1.3.7). Par exemple, tel que mentionné précédemment, le développement des
membres nécessite deux vagues de transcription des genes Hoxd: une vague précoce lors
de la formation du stylopode ainsi que du zeugopode, et une vague tardive lors de la
formation de l'autopode (Tschopp et Duboule, 2010). Suite a la vague précoce de
transcription, le réarrangement de la structure de la chromatine des loci Hoxd permet de
dissocier progressivement les régions promotrices des genes Hoxd !, Hoxd3 et Hoxd4 de
la région régulatrice située en 3' du complexe (EE/ELCR). Parall¢lement, les changements
conformationnels de la chromatine au niveau des loci Hoxd promeuvent le contact entre
I'élément situé en 5' du complexe (GCR) et les régions promotrices des genes Hoxd9-
Hoxd13 afin d'initier la vague tardive spécifiant I'autopode (Andrey ef al., 2013). Ces
changements sont également associés a la présence/absence de la marque répressive

H3K27me3.
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1.3.7 Organisation tridimensionnelle de la chromatine

Notre compréhension de la régulation transcriptionnelle en général a évolué d'une
vision réductionniste, centrée sur des facteurs de transcription reconnaissant
spécifiquement un élément agissant en cis sur l'expression de son géne cible, a une vision
globale ou les modifications de la chromatine ainsi que son remodelage font partie

intégrante de la régulation de I’expression des genes.

Tout d'abord, des études récentes suggerent que la localisation spatiale des genes a
l'intérieur du noyau n'est pas aléatoire, mais plutdt organisée de fagon a faciliter
spécifiquement la régulation de 1’expression des genes remplissant une fonction
caractéristique au type cellulaire impliqué (Misteli, 2004). Cette hypothése prend tout son
sens en ce qui concerne les geénes organisés en complexe, puisque la régulation de leur
expression doit étre coordonnée lors de la différenciation cellulaire et du développement
embryonnaire. Les structures formées par les chromosomes au niveau du noyau
interphasique, appelées territoires chromosomiques, constituent l'un des compartiments
subnucléaires a l'intérieur duquel les genes ne sont pas accessibles par la machinerie
transcriptionnelle (Kosak et Groudine, 2004). Grace a de nouvelles techniques telles que
la capture conformationnelle chromosomique (3C), la relation entre la colinéarité et la
structure tridimensionnelle des complexes Hox a pu étre décrite. Ainsi, lors de la
stimulation de la transcription du complexe HoxB, induite par un court traitement des ESC
de souris au RA, on assiste a une décondensation généralisée de la chromatine au niveau
des loci Hoxb au moment ou seulement le gene Hoxb 1 est activé, lequel forme une boucle
chromatinienne relaxée a l'extérieur de son territoire chromosomique (CT) vers le centre
du noyau, ou il devient accessible a la machinerie transcriptionnelle (Chambeyron et
Bickmore, 2004; Wurtele et Cartrand, 2006; Noordermeer ef al., 2011). De 1a méme fagon,
l'initiation de l'expression du gene Hoxb/ lors de la gastrulation coincide avec son
expulsion du CT a l'intérieur des noyaux des cellules appartenant a la partie postérieure de
la ligne primitive (Chambeyron et al., 2005). Quant au gene Hoxb9, il faut attendre au jour
E9.5 pour qu'il soit exclu du CT dans la partie postérieure du tube neural . Cependant,
l'activation des genes Hoxd postérieur lors de la vague tardive d'expression spécifiant

'autopode le long de 1'axe PD se produit sans qu'ils soient relocalisés a l'extérieur de leur
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CT (Morey et al., 2007). Donc, l'expulsion progressive des loci Hox a l'extérieur des CT
serait nécessaire a la mise en place de la colinéarité spatio-temporelle le long de I'axe AP

et non a l'expression des genes Hox a proprement dit.

La conversion de la chromatine compacte transcriptionnellement inactive vers sa
forme relaxée active nécessite 1'intervention de plusieurs facteurs dont ceux remodelant la
chromatine de méme que les enzymes modifiant les histones. Parmi les protéines
responsables de la compaction de la chromatine, on retrouve la protéine isolatrice a doigts
de zinc CTCF (Bushey ef al., 2009; Negre ef al., 2010), laquelle est en mesure de
promouvoir les contacts chromatiniens a distance, que ce soit en liant directement la
chromatine ou en s'associant a des complexes répressifs impliquant les protéines de la
famille Polycomb (section 1.3.8) (Bantignies et al., 2010; Hodgson et Brock, 2011).
D'ailleurs, la modélisation tridimensionnelle des complexes Hox de différentes espéces
suggere que l'action des protéines CTCF aurait été conservée durant l'évolution (Ferraiuolo
etal.,2010). De plus, des régions enrichies pour I'homologue murin de la protéine isolatrice
GAGA ont également été localisées au niveau des séquences d'ADN intergéniques de

plusieurs genes Hox (Srivastava et al., 2013).

Le processus de décondensation de la chromatine est généralement associé a des
modifications post-traductionnelles au niveau de la queue des histones. En effet, des
expériences d'immunoprécipitation de la chromatine a grande échelle dans la lignée
cellulaire de carcinome embryonnaire F9O ont permis de mettre en évidence la liaison des
récepteurs RXRa ainsi que RARy au niveau du RARE du gene Hoxal, et ce avant méme
son induction par le RA (Gillespie et Gudas, 2007a; 2007b). Suite au traitement, un
enrichissement de la protéine coactivatrice p300 et de I'ARN polymérase 11 s'amorce au
niveau du RARE, alors que la protéine membre de la famille Polycomb SUZ12 est
diminuée. Parallélement, la structure bivalente de la chromatine est observée a la fois par
la présence de marques de 1'état inactif tel que H3K27me3, ainsi que des marques de 1'état
actif comme H3ac et H3k4me2. De la méme facon, le traitement de cellules progénitrices
neuronales avec le RA entraine la perte des marques H3k27me3 sur la chromatine des
genes membres des groupes paralogues Hox! a Hox5 et est associé a l'acquisition de

l'identité spinale cervicale, alors que le signal WNT ou FGF fait de méme pour les génes
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des groupes paralogues Hox/ a Hox9 (Mazzoni ef al., 2013). Quant au traitement des
cellules P19 avec le RA, il provoque la perte du complexe protéique Polycomb
ASXLI1/BAPI1 et I'ubiquitination de 1'histone H2B, menant a I'activation de genes Hox (Lee
et al., 2013). Enfin, au moment de la phase tardive d'expression des génes postérieurs
appartenant au complexe HoxD lors de la formation des doigts, la diminution de la protéine
Polycomb Ringl1B et la perte de la marque H3K27me3, associées a la décompaction de la
chromatine, se produit spécifiquement dans les cellules distales du membre postérieur. De
plus, 1'¢lément GCR colocalise spatialement avec les genes en 5' du complexe HoxD

(Montavon ef al., 2011; Williamson ef al., 2012).

1.3.8 Les protéines du groupe Polycomb (PcG)

Les geénes Polycomb (Pc) ont été découverts par le Dr P. Lewis en 1947 alors qu'il
observait une mutation dominante produisant un peigne sexuel ectopique sur les deuxieme
et troisieme pattes de la mouche male adulte, résultat de la surexpression du gene Scr. 1l
démontrait quelques années plus tard que les mutants homozygotes pour la perte de
fonction d'un géne Pc présentaient une postériorisation globale des segments
embryonnaires, confirmant leur réle de régulateurs négatifs agissant en frans sur les genes
Hom (Struhl, 1983; Paro, 1990; Beuchle ef al., 2001; Schuettengruber er al., 2007).
L'analyse informatique comparative du génome de la drosophile a prédit
approximativement 40 genes appartenant au groupe Polycomb (Pc() (Jurgens, 1985),
lequel peut étre subdivisé en trois différentes sous-catégories: le complexe répressif
Polycomb de type 1 (PRC1), de type 2 (PRC2), ainsi que le complexe répressit associé a
la protéine PHO (PhoRC), également connu sous le nom de complexe répressif de type O
(PRCO) (Bantignies et Cavalli, 2011; Schwartz et Pirrotta, 2007, 2008). Ces trois sous-

catégories seront abordées davantage dans les prochaines sections (1.3.8.1-1.3.8.3).

Afin de maintenir respectivement les €tats transcriptionnels silencieux ou actifs des
genes Hox, les protéines du groupe Polycomb (PcG) et celles du groupe Trithorax (TrX)
(section 1.3.9) doivent pouvoir jouer leur role antagoniste au niveau de leurs cibles
communes ( Francis et Kingston, 2001; Ringrose et Paro, 2004; Grimaud ef al., 2006).

Ainsi, des éléments régulateurs du geéne Ubx situés en 5' de son promoteur, au niveau
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desquels des sites de liaison pour les protéines FTZ, EVE et HB sont retrouvés, contiennent
¢galement des €léments de réponse aux protéines Polycomb (PRE) ou Trithorax (TRE)
(Muller et Bienz, 1991, 1992; Chan ef al., 1994a; Chiang et al., 1995). 1l ne s'agit toutefois
pas d'une regle absolue, puisque I'expression spécifique de protéines PcG au niveau de
différents sites exprimant ou non le géne £ng a permis de constater la présence de protéines
appartenant a trois complexes PcG et ce peu importe I'état transcriptionnel du gene
(Langlais et al., 2012). Ces résultats suggerent donc que la liaison des protéines PcG n'a

pas d'incidence majeure sur l'expression du géne Eng.

Des études récentes identifiant différentes séquences d'ADN, comme les lots CpG
par exemple, qui semblent contrdler plusieurs génes importants lors du développement
(Kreisler, Zfpm2, Hoxd11, Hoxdl2, etc.) suggerent que des €léments similaires aux PRE
existeraient également chez les mammiferes (Sing ef al., 2009, Mendenhall ez al., 2010,
Woo et al., 2010). Ces observations corrélent avec les données recueillies antérieurement
suggérant la conservation du role des protéines PcG dans le maintien de 1'état silencieux
des génes Hox. Tout d'abord, la mutation de certains genes PcG chez la souris entraine
l'expression ectopique de génes Hox au niveau antérieur de I'embryon, comme par exemple
les génes Hoxb3, Hoxd4, Hoxb6 et Hoxc6 (Akasaka et al., 2001; Rastegar ef al., 2004;
Kobrossy et al., 2006). De plus, la mutation du géne M33 provoque l'expression précoce
du géne Hoxdl! (Bel-Vialar ef al.,, 2000). Ensuite, tout comme chez la drosophile, des
protéines se liant a I'ADN de fagon spécifique seraient nécesssaires au recrutement des
protéines PRC2, notamment Yin Yang 1 (YY1), 'homologue de la protéine PHO chez la
drosophile, qui fait I'objet de la section 1.3.8.3, JARID2 (Peng ef al., 2009, Shen et al.,
2009; Landeira et al., 2010; Li et al., 2010; Pasini et al., 2010), IKKa (Mulero e al., 2013),
efc. De fagon similaire au mode d'action observé chez la mouche, 1'étude des cellules de
mammiferes a démontré que les protéines PcG sont requises pour la compaction de la
chromatine (Eskeland e al., 2010), de méme que la formation de boucles d'ADN (Tiwari
et al., 2008). Ces deux phénomenes seraient potentiellement associés a la mise en place
des marques de mono-ubiquitinylation (Wang ef al., 2004; de Napoles et al., 2004 Cao et
al., 2005) et de triméthylation (Cao et al., 2002; Ringrose ef al., 2004; Li et al., 2010) des
différentes lysines présentes sur la queue des histones. Par exemple, le domaine protéique

méthyltransférase SET est essentiel a l'expression normale du geéne Hoxc8 dans les
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fibroblastes humains (Milne ez al., 2002). Enfin, I'implication des longs ARN non codants
(IncRNA) dans le recrutement des protéines PcG a également €té mis en évidence dans les
cellules de mammiferes (Bracken et Helin, 2009; Grewal, 2010; Guenther et Young, 2010).
Le role des IncRNA dans la régulation transcriptionnelle des genes Hox est d'ailleurs

abordé ala section 1.3.11.

1.3.8.1 Complexe répressif Polycomb de type 1(PRC1)

Les protéines membres du complexe PRC1 ont été isolées d'embryons de
drosophile (Franke e al., 1992; Shao ef al., 1999) sous forme d'un complexe d'environ
2MDa, contenant entre autres PC (Polycomb), PH (Polyhomeotic), PSC (Posterior Sex
Comb) et SCM (Sex Comb on Midleg), de méme qu'une trentaine d'autres peptides incluant
plusieurs facteurs associés a la TBP (TATA Bindinding Protein) (Saurin ez al., 2001). Elles
sont généralement recrutées a la chromatine grace a l'interaction de leur chromodomaine
avec la marque déposée par les membres du complexe PRC2 (Wang ef al., 1994) (section
1.3.8.2). Toutefois, des mécanismes alternatifs de recrutement a la chromatine sont aussi
employés, comme l'interaction directe avec des protéines se liant a I'ADN telles que Zeste,
PSQ (Pipsqueak) et PHO (Pleiohomeotic) (Saurin ef al., 2001, Mahmoudi ef al., 2003;
Huang et Chang, 2004). Les protéines PRC1 remplissent leurs roles de condensation de la
chromatine, ainsi que de répression de l'expression des loci associés, grace a leur fonction
E3 ubiquitine ligase. Cette fonction agit respectivement sur 1'histone H2A, menant a la
répression transcriptionnelle (Endoh er al, 2012), et sur la Géminine qui inhibe la
réplication de 'ADN et la différenication cellulaire en modulant sa stabilité. D'ailleurs, la
perte de fonction du gene Scmhli, codant pour une protéine membre du complexe PRC1
interagissant avec la Géminine, entraine 1'augmentation de 1' expression des genes Hoxb4

et Hoxa9 dans les cellules hématopoiétiques (Yasunaga ef al., 2012).

Enfin, bien que l'inactivation individuelle de différents membres du complexe
PRCI chez la souris, tels que BMI1 (van der Lugt et al., 1994), M33 (Cor¢ et al., 1997),
MEL18 (Akasaka ef al., 1996) et RING1A (del Mar Lorente et al., 2000), entraine des
transformations homéotiques de postériorisation du squelette axial assocides a

l'antériorisation des domaines d'expression de certains genes Hox dans le mésoderme
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paraxial, ces phénotypes sont relativement Iégers. Ces données suggérent qu'il existe une
redondance fonctionnelle entre les différents membres, ou encore que l'assemblage des
complexes multimériques PRC1 est régulé finement de fagon spatio-temporelle plutét que

globale, régionalisant par la méme occasion leur spectre d'activité.

1.3.8.2 Complexe répressif Polycomb de type 2 (PRC2)

Suite a des études génétiques et moléculaires démontrant l'interaction directe des
protéines ESC, E(Z) et SUZ12 (Jones et al., 1998; Tie et al., 1998) avec différents membres
du complexe PRCI1, ces protéines ont également été isolées au sein du méme complexe
chez la drosophile, soit le complexe répressif Polycomb de type 2 ou PRC2 (Ng et al.,
2000). Ces protéines sont caractérisées par leur activité histone méthyltransférase,
responsable de la mise en place de la marque H3K27me3, permettant par le fait méme
l'initiation de la compaction de la chromatine localement ainsi que le recrutement des
protéines membres du complexe PRC1. De plus, contrairement aux génes codant pour les
membres du complexe PRC1 chez la souris, les différentes mutations individuelles pour
les génes Fed, Ezh2 et Suzl2 ménent a une 1étalité embryonnaire lors de la gastrulation
additionnée de plusieurs défauts séveres au niveau de l'axe AP (Shumacher ez al., 1996;
O’Carroll et al., 2001; Pasini ef al., 2004). Ces résultats refletent le role global de ces
protéines sur la régulation génique. Toutefois, la souris mutante hypomorphe pour le geéne
FEed montre des transformations homéotiques comparables a celles retrouvées chez les
mutants pour les genes PRC/. Une analyse par approche de délétion conditionnelle devrait

étre envisagée pour valider le role de ces genes sur l'expression des genes Hox.

1.3.8.3 Facteur de transcription YY1 (complexe PRC0O ou PHORC)

Le facteur de transcription Yin Yang 1 (YY1), protéine a doigts de zinc de la famille
Gli-Kriippel et homologue chez les mammiféres de la protéine PcG drosophilienne PHO,
a été isolé grace a plusieurs systémes expérimentaux différents (Berns et Bohenzky., 1987,
Chang et al., 1989, Hariharan ef al., 1991; Park et Atchison, 1991; Shi et al., 1991,
Flanagan et al., 1992). Le géne codant pour cette protéine contient 5 exons, dont le premier

code pour 55% de la protéine YY1. Cette protéine multifonctionnelle doit son nom a la
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dualité de ses roles de répresseur et d'activateur transcriptionnels. De plus, YY1 peut agir
¢galement a titre de protéine se liant a l'élement initiateur (Inr) dirigeant et initiant ainsi la
transcription in vitro (Smale et Baltimore, 1989; Shi ef al., 1991). D'ailleurs, elle peut
interagir physiquement avec I'ARN polymérase I a la fois in vivo et in vitro (Usheva et
Shenk, 1996). Plusieurs domaines différents composent le facteur de transcription YY1,
comme les 4 doigts de zinc de type C2H2 responsables de la liaison spécifique a I'ADN
(Hariharan et al., 1991) ainsi que de sa fonction répressive (Lee ef al., 1994, 1995; Lewis
et al., 1995), une séquence de 11 acides aminés chargés positivement (acide) responsable
de sa fonction activatrice et une séquence de 11 histidines, un acide aminé chargé
négativement (basique), qui neutralise potentiellement le domaine activateur. Toutefois, la
mutation de ce domaine ne semble pas affecter la fonction répressive de la protéine YY1
(Becker et al., 1994). Enfin, un domaine composé a 55% de glycines ainsi que d'alanines
semble également posséder une activité de répression transcriptionnelle (Lee ef al., 1994,
Yang et al., 1996). Les différents doigts de zinc reconnaissent une séquence consensus 5'-

(C/g/a)(G/t)(C/t/a)CATN(T/a)(T/g/c)-3' (Hyde-DeRuyschereral., 1995; Yantetal., 1995).

I existe chez les mammiféres deux facteurs de transcription possédant un degré
d'homologie avec YY1. Le premier est le facteur de transcription REX1 (Reduced
EXpression 1), codé par le géne Zfp42 et dont I'expression est réduite apres traitement a
l'acide rétinoique de cellules F9 (Holser ef al., 1989). L'homologie entre les deux protéines
se situe uniquement au niveau des doigts de zinc qui sont a 75 % identiques. Le facteur de
transcription YY2 a aussi été découvert (Nguyen ef al., 2004) et 56% de sa séquence
protéique est identique a celle de YY1, dont une tres forte homologie au niveau des doigts
de zinc. Bien que son réle biologique ne soit pas tout a fait connu présentement, des études
effectuées sur le géne /FFNf suggerent que le facteur de transcription YY?2 antagoniserait
l'action négative de YY1 (Klar et Bode, 2005). De plus, les changement d'expression du
gene Yy2 dans différentes régions du cerveau en développement suggere son implication

dans la régulation de genes transcrits a ce niveau (Drews ef al., 2009).

La production de la protéine YY1 est initiée dans I'oocyte non-fécondé (Donohoe
etal., 1999) et est localisée au niveau du cytoplasme. Apreés la fécondation, il faut attendre

le stade deux cellules avant qu'elle soit exprimée au noyau pour jouer ses roles de protéine
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membre du complexe répressif Polycomb de type O (PRCO), appelé aussi complexe
répressif associé a la protéine PHO (PHORC), et de facteur de transcription. Par la suite,
son expression ubiquitaire sera maintenue dans toutes les cellules de 'embryon de méme
que chez I'adulte. Toutefois, le niveau de 'ARNm de YY1 est significativement plus élevée
au niveau des somites, des bourgeons de membres ainsi que de I'extrémité caudale. De plus,
les souris mutantes pour le géne Yy/ meurent approximativement au jour E6.0 (Donohoe
et al., 1999). Ces embryons mutants semblent s'implanter et induire la décidualisation
utérine de fagcon normale, mais se résorbent rapidement apres. De plus, bien que la majorité
des embryons HT pour le géne Yy/ soient phénotypiquement normaux, 17% de ceux-ci
montrent un retard de croissance ainsi que des défauts de neurulation pouvant mener a
I'exencéphalie. Ces différentes observations suggerent que le facteur de transcription YY1
pourrait jouer un réle dans le développement plus tardif de I'embryon comme lors de
I'organogenése, par exemple. Cette hypothese a été confirmée de plusieurs fagons, dont en
générant des souris mutantes hypomorphes pour le gene Yy /, produisant seulement 25 %
de la quantité normale de protéines (Affar ez al., 2006). Au lieu de se résorber peu de temps
avant la gastrulation, ces souris mutantes sont menées a terme, mais elles ne sont pas en
mesure de respirer normalement et meurent peu de temps apres la naissance suite a
l'affaissement de leurs poumons. Par conséquent, le facteur de transcription YY1 agit de
manie¢re dose dépendante pour contrdler une multitude de geénes impliqués dans la
croissance cellulaire, la prolifération, la cytokinese, 1'apoptose, le développement et la

différenciation.

La protéine YY1 joue un réle important dans plusieurs processus biologiques
essentiels au développement normal de 'embryon. Par exemple, le stockage a long terme
des ARNm maternels, au niveau d'un complexe appelé particules ribonucléoprotéiques
messageres (MRNPs), afin d'étre utilisés lors de la maturation ainsi que de la fertilisation,
nécessite la présence de la protéine YY1 au niveau du cytoplasme (Belak et Ovsenek, 2007,
Belakeral., 2008 ). De plus, elle est également impliquée dans la régulation de I'expression
du IncRNA Xist lors de 'inactivation du chromosome X chez la souris (Donohoe ef al.,
2007; Jeon et Lee, 2011), dans I'établissement de l'empreinte génomique des genes Peg3
et /9 (Kim et Kim., 2008), de méme que dans la régulation transcriptionnelle des genes

codant pour les histones (Gokhman ez al., 2013). De fagon intéressante, ces trois derniéres
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fonctions nécessitent également l'interaction du facteur de transcription ubiquitaire
possédant une activité isolatrice CTCF. D'ailleurs, puisque la protéine YY1 est ubiquitaire,
elle nécessite généralement la coopération d'une ou de plusieurs autres protéines afin de
conférer sa spécificité d'action. Ces différentes protéines peuvent dicter une fonction
spécifique a la protéine YY1 en la régulant de maniere post-traductionnelle, ou alors grace

a une interaction physique comme cofacteur de liaison a I'ADN (Golebiowski ef al., 2012).

Bien que plusieurs modifications post-traductionnelles semblent affecter la
structure/fonction de la protéine YY1, les effets de ces différentes modifications sur le role
de la protéine YY1 demeurent peu connus. Premierement, plusieurs sites de
phosphorylation consensus Sérine/Thréonine ont été identifiés dans sa s€équence d'acides
amingés (Rizkallah et Hurt, 2009; Rizkallah e7 al., 2011a; Riman et al., 2012 ). De plus, le
traitement a la phosphatase entraine la perte de sa liaison avec la séquence LTR du virus
leucémique murin (Becker ef al., 1994). D'ailleurs, plusieurs kinases sont maintenant
connues comme ¢étant en mesure de phosphoryler YY1: Polo 1 (Rizkallah ef al., 2011b),
Raf (Baritaki e al., 2007), de méme que la kinase Aurora B (Kassardjian ef al., 2012). La
protéine YY1 est également sujette a la S-nitrosylation (Hongo ef al., 2005), la O-
glycosylation (Hiromura et al., 2003), la sumoylation (Deng ef al., 2007), la poly(ADP-
rybosyl)ation (Oei ef al., 1997, 1998) et a l'acétylation (Yao et al., 2001).

Les exemples d'interactions protéiques entre YY1 et différents partenaires sont
nombreux dans la littérature. Parmi ceux-ci, les exemples impliquant différents membres
appartenant au PcG sont les plus connus. C'est pourquoi le role de répresseur joué par la
protéine YY1 dans la régulation transcriptionnelle des génes Hox est le plus documenté.
Par exemple, l'expression du géne Hoxb4 au niveau du tube neural est controlée par une
séquence activatrice/amplificatrice, ou les facteurs de transcription NFY ainsi que YY1 se
compétitionnent entre eux pour lier 'ADN et remplir respectivement leur fonction
activatrice ou répressive (Gilthorpe ef al, 2002). De plus, des expériences
d'immunoprécipitation de la chromatine de cellules P19 non différenciées ont démontré
que la protéine MELI18, membre du complexe PRCI1, est recrutée au niveau de la
chromatine du géne Hoxd+4 conjointement avec la protéine YY1 (Kobrossy et al., 20006).

Suite au traitement au RA, la protéine MEL18 se dissocie de la chromatine du géne Hoxd4,
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alors que la protéine YY1 demeure liée a celle-ci. Ensuite, I'inhibition de I'expression du
gene Hoxall contrdlée par la liaison du facteur de transcription YY1 au niveau du
promoteur nécessite le recrutement de HDAC2 (Luke ef al., 2006). Dans les cellules
souches mésenchymateuses (MSC), la protéine YY1 cible le complexe PRC2 au niveau de
régions spécifiques de certains genes appartenant au complexe HoxDD (Woo et al., 2010).
De la méme fagon, l'association de la protéine YY1 au complexe protéique PRC2 réprime
la voie de différenciation Cdx-Hox dans les différentes lignées hématopoiétiques chez le
poisson zeébre (Yue et al., 2009). Chez la souris, le complexe PRCO/PRC2/PRC1 composé
des protéines YY1/EED/BMII est détecté¢ au niveau du promoteur des genes Hoxal et
Hoxc8 (Kim ef al., 2006). Par contre, bien que les souris mutantes HT pour le gene Yy/
montrent plusieurs transformations d'antériorisation du squelette axial, aucune variation

dans I'expression des génes Hox n'a ét¢ détectée (Lorente ef al., 2000).

A T'opposé, peu d'exemples impliquant la régulation positive de I’expression des
genes Hox par le facteur de transcription YY1 ont été répertoriés. Par exemple, l'interaction
protéique entre PHO, la protéine BRM membre du complexe TrX (voir section 1.3.9) et
DSP1 a été observée au niveau d'un élément régulateur du géne Src chez la drosophile
(Mohd-Sarip ef al. 2002; Rappailles ef al., 2005). De plus, les facteurs de transcription
SP1/SP3,NFY, YY1 et USF1 sont tous importants pour l'activation du gene Hoxb7 humain
dans un contexte d'essais luciférase (Meccia ef al., 2003). Enfin, plusieurs coactivateurs
transcriptionnels interagissent également avec la protéine YY1, comme API1/2
(Artishevsky er al., 1987; Klug et Beato, 1996; Wang ef al., 2005, 2007; Allouche et al.,
2008), P300 (Shrivastava ef al., 1993; Inouye et Seto, 1994; Lee et al., 1995; Yang ef al ,
1996, Wang et al., 2007), GATA (Bhalla ef al., 2001) et INO8O (Cai et al., 2007; Wu et
al.,2007). D'ailleurs, les mutants chez la drosophile ou il y a perte de fonction pour le géne
dINOS0O meurent durant I'embryogenése et présentent des transformations homéotiques
associées a la diminution d'expression des génes homéotiques Scr, Antp, Ubx et AbdB,
suggérant la liaison de complexes protéiques PHO/dINO80/TrX au niveau des TRE

présents dans les séquences des genes Hom (Bhatia ef al., 2010).
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1.3.9 Les protéines membres du groupe Trithorax (TrxG)

Tel que mentionné précédemment, les protéines du groupe Trithorax (TrxG)
remplissent la fonction antagoniste a celle des génes codant pour les protéines PcG, soit de
maintenir la chromatine des genes Hox ouverte pour qu'elle puisse étre accessible aux
activateurs transcriptionnels (Kennison, 1993; Peterson et Tamkun, 1995). Cette fonction
s'effectue grace a leurs activités de remodelage de la chromatine, telles les activités histone
méthyltransférase (HMT) et histone acétyltransférase (HAT) (Mohan et al., 2010;
Schuettengruber ef al., 2007, 2011). Le geéne 7rx, membre fondateur du groupe du méme
nom, a été isolé a partir d'une mutation naturelle qui cause plusieurs transformations
homéotiques d'antériorisation sur différents segments de la drosophile (Ingham 1983,
1998), reflétant ainsi la perte de fonction de divers geénes Hox. Par la suite différents
complexes TrX on été identifiés chez la drosophile. Par exemple, le complexe SWI/SNF,
également appelé le complexe BRM, contient les protéines BRM, MOIRA, OSA et SNR1
(Pazin et Kadonaga, 1997; Papoulas et al, 1998). Le complexe TAC1 regroupe les
protéines TRX, SBF1 et dCBP, I'homologue de CBP/ P300 (Petruk ef al., 2001). De la
méme fagon, le complexe impliquant la protéine ASH1 (Papoulas ef al., 1998) s'associe
également avec dCBP (Bantignies ef al., 2000). L'analyse moléculaire de la protéine ASH1
a mis en évidence l'activité méthyltransférase de son domaine SET qui dépose la marque
activatrice H3K4me3 (Beisel ef al,. 2002, Byrd et Shearn, 2003; Smith er al., 2004,
Eissenberg et Shilatifard, 2010). 1l existe également un complexe qui contient la protéine
ASH2. Chez les mammiferes, on retrouve 4 complexes TrX possédant un domaine SET :
ASHL1, ASHL2, MLL1 et MLL2 (Wang et al., 2009). Les souris déficientes pour le
domaine SET (ASET), générées par recombinaison homologue en ESC, présentent une
perte de la marque H3K4me3 au niveau des loci Hox (Milne ef al., 2002; Terranova ef al.,
2006) de méme que des défauts du squelette axial. D'ailleurs, les souris mutantes pour le
gene MIl1 présentent une perte d'expression du géne Hoxa7 (Yu et al., 1998). De plus, il a
été¢ démontré pour la protéine ASH2 que son domaine a doigt PHD (Plant Homeo Domain)
est important pour sa localisation au niveau des /oci Hox (Chen et al., 2011). Enfin, d'autres
protéines du groupe TrxG, comme les déméthylases UTX et JMJD3, sont essentielles a
l'activation ainsi qu'au maintien de l'expression des génes Hox (Soshnikova et Duboule,

2008; Copur et Muller, 2013 ).
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1.3.10 Transcrits multiples

Un autre mécanisme permettant 1'expression d'un gene aux niveaux tissulaire,
cellulaire, ou méme lors d'un stade développemental précis, consiste a initier la
transcription a partir de promoteurs alternatifs. Tout comme la duplication de geénes ou de
complexes géniques, les transcrits multiples, qu'ils soient issus de promoteurs distincts, ou
bien de variants d'épissage, permettent d'ajouter un niveau supplémentaire a la régulation
spatio-temporelle génique (Ayoubi et Van De Ven, 1996; Keren et al., 2010). Comme
l'expression des genes Hox doit étre finement régulée dans le temps et I'espace afin que le
développement embryonnaire se déroule normalement, la présence de transcrits multiples
est aussi observée dans leur cas. Par exemple, le géne Ubx code pour six isoformes
protéiques générées par epissage alternatif (de Navas et al, 2011), ou le transcrit
correspondant a tous les exons du gene est plus efficace dans la formation des haltéres et
dans l'activation des genes en aval que ses versions plus courtes. Toujours chez la
drosophile, plusieurs promoteurs sont utilisés pour la transcription des genes Antp et AbdB
(Laughon ef al., 1986, Zavortink et Sakonju, 1989). En ce qui concerne les mammiferes,
les genes Hoxb3 et Hoxb5 génerent également de multiples transcrits exprimés de fagon
spécifique dans l'embryon (Krumlauf ef al., 1987). De plus, 'expression de chacun des
genes Hox appartenant au quatrieme groupe paralogue est initiée a partir de deux
promoteurs différents (Galliot ef al., 1989; Gutman ef al., 1994; Folberg et al., 1997). 1ls
répondent différemment a la stimulation par le RA et respectent le principe de colinéarité.
De plus, les genes Hoxb4 et Hoxd4 codent respectivement pour un transcrit non coiffé
contenant les miRNA miR-10a et miR-10b (Phua et al., 2011). Toutefois, leurs fonctions
biologiques demeurent inconnues. Quant au geéne Hoxc6, il génere quatre transcrits
différents a partir de deux promoteurs différents (Shimeld et al., 1993). L'épissage alternatif
est également responsable de production de transcrits multiples pour les genes Hoxa9 et
Hoxal0 (Benson et al., 1995; Fujimoto et al., 1998). D'ailleurs, les deux transcrits du gene
Hoxa9 codent respectivement pour la protéine pleine longueur (HOXAD9) et pour un variant
sans domaine homéo (HOXAOT), lesquels se compétitionnent pour la liaison au
coactivateur transcriptionnel CBP/P300 (Dintilhac et al., 2004). Des transcrits anti-sens
exprimés de fagcon spécifique ont également été observés pour les genes Hoxb3, Hoxb4,

Hoxb5 et Hoxall (Hogan et al., 1988; Whiting et al., 1991; wiatek et Gridley, 1993; Hsieh-
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Li et al., 1995; Potter et Branford, 1998; Dubrulle ef al., 2001; Zakany et al., 2001; Brend
et al., 2003). Ces transcrits s'hybrideraient a leur transcrit sens respectif et meéneraient a
leur dégradation (voir aussi section 1.3.13.1 sur les miRNAs). Enfin, tout comme le reste
des données concernant notre modele d'étude, les transcrits alternatifs du gene Hoxas

feront 1'objet d'une section a part (Section 1.4).

1.3.11 Longs ARN non codants (IncRNAs)

Selon les données du consortium international de séquengage du génome humain
publiées en 2004, notre matériel génétique contient approximativement 20,000 genes
codant pour des protéines, ce qui correspond a un peu moins de 2% de notre génome.
Comme la presque totalité du génome des eukaryotes est transcrit, cela suggere qu'un
réseau complexe de transcrits incluant des milliers de longs ARNs non codants (IncRNAs),
de méme que des micro-ARNSs (section 1.3.13.1). Bien qu'ils ont été longtemps pergus
comme ¢étant du bruit de fond transcriptionnel, leur expression spécifique a certains types
cellulaires, leur localisation au niveau de compartiments subnucléaires ainsi que leur
association a différentes pathologies confirment maintenant que les IncRNAs sont des

joueurs clefs dans la régulation génique en général, et des genes Hox en particulier.

Chez la drosophile, plusieurs IncRNAs ont été localisés au niveau des deux
complexes HOM. Certains de ceux-ci traversent des PRE lors de leur transcription
entrainant la dérépression du gene Hom associ¢ (Bender et Fitzgerald, 2002; Hogga et
Karsch, 2002; Rank e al., 2002), suggérant que l'action de transcrire expulse les protéines
PcG et ouvre la chromatine ( Schmitt e al., 2005). De plus, le IncRNA dxd-Pre, transcrit
a partir du locus Ubx, est en mesure d'interagir avec la protéine méthyltransférase ASH1 et

ainsi de maintenir l'expression du gene Ubx (Sanchez-Elsner et al. 2006).

Plusieurs données associant les IncRNAs a la régulation transcriptionnelle des
genes Hox ont également €té recueillies chez les mammiféres. Par exemple, une analyse
informatique comparative des complexes HoxA4 humain et murin révéle la conservation de
IncRNAs anti-sens en 5' du géne Hoxal3, de méme que dans les séquences intergéniques

Hoxa6-Hoxa7, Hoxa3-Hoxa4 et Hoxal-Hoxa2 (Sasaki et al, 2007). Concernant le
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IncRNA Mistral (Mira) situé entre les genes Hoxa6 et Hoxa7, il permet de recruter la
protéine méthyltransférase MLL1 au niveau de la chromatine de ces deux génes et d'activer
leur transcription suite au traitement de ESC murines avec du RA (Bertani ef al., 2011).
Quant a celui initié entre les génes Hoxa3 et Hoxa4 (HOXA-AS2), il est également induit
par le traitement des cellules humaines NB4 au RA et semble jouer un réle dans le
peaufinage de I'apoptose lors de la différenciation myéloide (Zhao efal., 2013). Le IncRNA
HOTTIP, situé en 5' du complexe HoxA, se rapproche de ses genes cibles en 3' grace a la
formation d'une boucle chromosomique générée lors de l'activation du complexe par le RA
et peut maintenir leur expression en formant un complexe avec WDRS, ASH2 et MLLI1
(Chenetal., 2011;Wangetal., 2011). A l'inverse, le IncRNA de 2.2 kb HOTAIR, transcrit
a partir de la région intergénique Hoxcl[-Hoxci2, recrute des protéines membres du
complexe PCR2 au niveau de plusieurs genes dont certains situés dans le complexe HoxD
(Rinn et al., 2007, Gupta ef al., 2010). 1l est également en mesure de recruter la protéine
déméthylase ISD1 qui efface spécifiquement la marque active H3K4me3 (Tsai et al,,
2010). De plus, il lie le méme site unique présent dans le complexe HoxD de diftérentes
cellules méme si elles n'ont pas le méme profil d'inactivation (Chu ef al., 2011). Toutefois,
la délétion du transcrit HOTAIR chez la souris n'a pas d'incidence majeure sur la répression
des génes postérieurs du complexe HoxD, ce qui peut étre attribuable au tres faible niveau
de conservation des séquences du transcrit entre 1'humain et la souris (Schorderet et
Duboule, 2011). Chez I'humain, 1'expression du transcrit HOTAIR est induite par l'estradiol
dans les carcinomes mammaires (Bhan efal., 2013). De plus, les niveaux élevés du transcrit
HOTAIR et de la protéine EZH2, membre du complexe PRC2, sont généralement associés
a de mauvais pronostiques dans plusieurs types de cancers (Kogo ef al., 2011; Chisholm e?

al., 2012; Niinuma efal., 2012; Li et al., 2013).

1.3.12 Régulation post-transcriptionnelle

1.3.12.1 MicroARNs (miRNAs)
Les microARNs (miRNAs) sont des ARN non-codants simple brin d'environ 18 a
24 nt de longueur. Ils sont initialement transcrits par I' ARN polymérase II en temps que

miRNAs primaires (pri-miRNAs) (Lee et al., 2004; Zeng et al., 2005). Ceux-ci sont ensuite
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pris en charge a l'intérieur du noyau par I'enzyme RNAse III Drosha, ainsi que la protéine
se liant a 'ADN double brin DGCR8/Pasha, pour générer des structures en boucle
d'approximativement 70 nt que I'on appelle miRNAs précurseurs (pre-miRNAs) (Gregory
et al., 2005). Avec l'aide du facteur nucléaire d'exportation Exportin 5, ces pre-miRNAs
sont transportés dans le cytoplasme ou ils servent de substrat a I'enzyme RNAse Dicer qui
génere des duplexes d'ARN d'environ 22 nt (Hutvagner, 2004; Kurihara et Watanabe,
2004). Finalement, la molécule d'ARN double brin se dissocie et I'un des brins est chargé
au niveau du complexe induisant l'interférence a I'ARN (RISC), lequel cible I'ARNm
correspondant qui sera ultimement dégradé (Bartel, 2009). Ce mécanisme de régulation
post-transcriptionnelle a été conservé durant 1'évolution des especes et est impliqué dans la

régulation de I’expression des genes Hox.

Chez le nématode, modéle animal avec lequel les miRNAs ont été découverts,
l'expression ectopique de mIR-57 entraine de sévéres défauts postérieurs, lesquels
rappellent les phénotypes observés chez les mutants du gene homéotique Nobl,
I'homologue du géne AbdB (Zhao ef al., 2010). Chez la drosophile, un site de liaison pour
miR-10-5p est prédit au niveau du 3'UTR de I'ARNm du géne Scr et serait conservé au sein
d'autres ordres d'insectes (Enright ef al., 2003; Brennecke ef al., 2005; Miura et al., 2011).
A l'inverse, miR-10-3p, un miRNA spécifique a la drosophile (Griffiths-Jones et al., 2011),
ciblerait potentiellement 'ARNm des genes Ubx et AbdB (Stark ef al., 2007). De plus, le
locus de mIR-lab-4 est transcrit a partir des deux brins d'ADN générant ainsi a la fois un
miRNA sens et antisens, lesquels causeraient des transformations homéotiques lorsque
exprimés de facon ectopique (Stark ef al., 2008). Toutefois, des résultats plus récents
mettent en évidence que les miRNAs mIR-10-3p, mIR-10-5p et mIR-lab-4-5p, transcrits a
partir des deux complexes Hox de la drosophile, ne semblent pas avoir d'effets significatifs
sur l'expression de leurs génes Hox cibles durant I'embryogenese. 1l est possible que I'effet
biologique de la mutation de ces miRNAs ne soit observable qu'en condition de stress ou
en combinaison avec des mutations sur d'autres miRNAs (Lemons ef al., 2012). Chez le
poisson zebre, on observe 'altération de I'expression de différents génes Hox, de méme que
celle du récepteur au RA Rarab, associée a des défauts du bourgeon de nageoire pectorale,
du sixieme arc pharyngien et des somites, suite a un gain ou une perte de fonction de mIR-

196 (He et al., 2011). En ce qui concerne les mammiferes, les complexes des génes Hox
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contiennent deux familles de miRNAs: les familles miR-10 et mIR-196. Les paralogues de
mIR-10 sont exprimés de fagon précoce dans le développement et possedent une fronticre
antérieure d'expression similaire a celle des génes Hox+4 (Mansfield ef al., 2004; Wienholds
etal., 2005; Darnell et al., 2006, Kloosterman ef al., 2006). De plus, ces limites antérieures
d'expression au niveau du SNC différent entre les paralogues, ou miR-10a et mIR-10c¢ sont
exprimés caudalement au rhombomere 6/7, alors que les mIR-10b et mIR-10d se retrouvent
caudalement au cerveau postérieur primitif (Woltering et Durston, 2006, 2008). Quant a la
famille mIR-196, elle forme un groupe postérieur pour les génes Hox impliqués dans la
morphologie du thorax/tronc, ou elle cible 75% des genes Hox des groupes paralogues 6 a
8 (Hornstein et al., 2005; Mclntyre ef al., 2007, McGlinn ef al., 2009; Asli et Kessel, 2010).
De plus, tel que mentionné a la section 1.3.3 a la Figure 1.8, puisque les présumés genes
Hox cibles sont généralement situés en 3' des deux familles de miRNAs, cela suggere que
ces miRNAs répriment les programmes d'expression antérieure des génes Hox, participant
a la prévalence postérieure (Yekta ef al., 2008). Enfin, la pertubartion de l'expression des
familles miR-10 et miR-196 est associée a certaines pathologies et cancers (Plummer ef

al., 2012; Mahdipour, 2013; Planchon et al., 2013).

1.3.12.2 Protéines ribosomales

Historiquement, le ribosome €tait vu comme jouant un réle constitutif, plutdt qu'un
réle régulateur spécifique, lors de la traduction des ARNm. Toutefois, il a été démontré
que certaines mutations au niveau de la protéine ribosomale RPL38 entrainent des défauts
spécifiques a certains tissus de méme que des transformations homéotiques du squelette
axial (Kondrashov ef al., 2011). En effet, ces mutants présentent une synthése protéique
globale inchangée, mais une traduction pertubée d'un groupe spécifique d'ARNm de geénes
Hox. Par conséquent, les protéines ribosomales constituent potentiellement un nouveau

palier de controle de l'expression génique lors du développement.

1.3.13 Interprétation des phénotypes et cassette de sélection

A la lumiere de tous ces mécanismes différents orchestrant de fagon précise

l'expression spatio-temporelle des genes Hox chez les mammiferes, il est clair que 1'analyse
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des phénotypes observés chez certaines souris mutantes, ou la perte de fonction a été
obtenue par l'insertion maintenue d'une cassette de sélection, doit étre faite avec certaines
réserves. En d'autres termes, il faut différencier les phénotypes propres a la mutation du
gene Hox d'intérét et ceux inhérents a la perturbation des éléments régulateurs agissant sur
les génes Hox a proximité du gene ciblé (Olson ef al., 1996). Plusieurs exemples dans la
littérature font état de souris mutantes pour un gene Hox présentant des phénotypes situés
a l'extérieur des domaines d'expression endogene du gene ciblé. Par exemple, l'insertion de
la cassette de sélection a la néomycine dans le gene Hoxa? entraine un retard de croissance
et une mortalité approximativement 20 jours apres la naissance des individus
Hoxa2losneoflosno — Ayant méme l'action de la recombinase Cre, une diminution de
l'expression du gene Hoxa?2 au niveau de r2 associée a une dérépression du géne Hoxal au
niveau de rl est observée chez ces souris (Ren ez al., 2002). De la méme fagon, le maintien
de la cassette de sélection au niveau du gene Hoxd /0 méne a une mortalité périnatale ainsi
qu'a plusieurs défauts cranio-faciaux et axiaux (Rijli et al., 1994; Carpenter et al., 1997).
Enfin, comme il y a partage d'éléments régulateurs entre les genes Hox voisins, certaines
interactions entre le promoteur de la cassette de sélection et les éléments régulateurs
présents dans les séquences avoisinantes peuvent entrainer l'altération du profil
d'expression de genes Hox voisins. Des exemples de ces interactions non spécifiques ont
été observés chez les souris mutantes pour les genes Hoxb2 (Barrow et Capecchi, 1996)
Hoxa4 (Aubin et al., 1998), Hoxc4 (Boulet et Capecchi, 1996), Hoxb8 (Chen et Capecchi,
1997; van den Akker ef al., 1999; Greer et Capecchi, 2002) et Hoxal0 (Riijli et al., 1995).

1.4 Le géne Hoxa5

Tel que mentionng, cette partie de l'introduction sera consacrée au gene sur lequel
j'ai centré mes travaux, soit le gene Hoxad. Membre du complexe HoxA situé sur le
chromosome 6 chez la souris (chromosome 7 chez I'humain), il code pour un facteur de
transcription de 270 aa liant I'ADN grace a sa boite homéo. Toutefois, bien que sa masse
moléculaire théorique soit de 29.3 kDa, la protéine HOXAS se comporte sur gel comme
une protéine entre 35 et 43 kDa selon son niveau de phosphorylation (Odenwald ez al.,

1987). Tout comme les autres genes Hox, non seulement sa structure protéique, mais
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également plusieurs de ses fonctions ont été conservées durant 1'évolution des espéces,
notamment avec son orthologue drosophilien Scr. En effet, I'expression exogéne du gene
Hoxa35 chez la mouche atténue considérablement la perte de fonction du geéne Scr (Zhao et
al., 1993). De fagon intéressante, malgré le trés haut degré de conservation entre les
domaines homéo des différentes protéines HOX, la protéine SCR dimérise in vivo via ce
domaine, contrairement & son plus proche parent la protéine ANTP (Papadopoulos et al.,

2012). Ce type d'interaction n'est pas connu chez les mammiferes.

Chez la souris, trois promoteurs différents sont responsables de la synthese des cing
différents transcrits Hoxa3. Tout d'abord, on retrouve le promoteur proximal a partir duquel
est initi€ le transcrit de 1.8 kb qui correspond aux deux exons du géne Hoxa (Jeannotte et
al., 1993). De plus, il s'agit du transcrit Hoxa3 détecté en plus grande quantité ainsi que le
plus précocement, soit au niveau des somites 5-7 d'un embryon au stade E8.25. Quatre
longs transcrits Hoxa3, dont deux de Skb, un de 9.5 kb et un de 11 kb, sont initiés lors du
stade E8.75 a partir de deux promoteurs distaux: le promoteur du gene Hoxa6 et un
promoteur situé en 3' du gene Hoxa7 (Zakény et al., 1988; Larochelle ef al., 1999).
D'ailleurs, la relation de colinéarité spatiale entre le court et les longs transcrits est observée
au stade E12.5. En effet, les frontieres antérieures d'expression des longs transcrits sont
détectées a la jonction tube neural/myencéphale ainsi qu'au niveau de la prévertebre (pv)
10, soit de fagon plus postérieure que celles du transcrit de 1.8 kb, situées au niveau du
plancher du myencéphale et de la pv3. Par conséquent, les résultats indiquent que le
transcrit de 1.8 kb possede un domaine d'expression spécifique entre les prévertébres 3 et
10, de méme qu'au niveau de la scapula (Aubin et al., 1998; Larochelle ef al., 1999). Le
transcrit de 1.8kb est également exprimé au niveau de la composante mésenchymale des
poumons, de l'estomac, de l'intestin, de la rate, des reins, des ovaires, de la glande
mammaire et du thymus (Jeannotte ez al., 1993; Aubin et al., 1997, 1999, 2002a; Garin et
al., 2006; Gendronneau ef al., 2012; Boucherat et al., 2013). De plus, la présence d'un
gradient d'expression rostrocaudale croissant au niveau de l'estomac est aussi détectée.
Quant a l'expression des longs transcrits Hoxad au niveau des organes, on ne les détecte
que dans l'intestin en développement (E10.5-E13.5). Enfin, le chevauchement entre le
profil d'expression du transcrit Hoxa5 de 1.8 kb et celui de la protéine HOXAS, notamment

au niveau du cerveau postérieur, des pv3 a pv10, ainsi que de la composante mésenchymale
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des systémes respiratoire et digestif, indique qu'il s'agit du transcrit fonctionnel codant pour
la protéine (Joksimovic et al., 2005). L'expression des transcrits Hoxas, de méme que celle
de la protéine, au niveau de I'embryon, de méme qu'au niveau des systémes respiratoire et
digestif, sont présentées aux figures 1.12 et 5.1 respectivement. J'ai participé a la
caractérisation moléculaire des différents transcrits du gene Hoxa3 et ce travail sera décrit

au chapitre 5.

1.4.1 Fonction du géne Hoxa$

Deux différentes lignées de souris mutantes pour le géne Hoxa5 ont été produites
dans le laboratoire, respectivement par insertion d'une cassette de sélection a la néomycine
au niveau du domaine homéo (Jeannotte ef al., 1991; 1993) et par excision conditionnelle
de I'exon 2 qui contient ce domaine (Tabaries ef al., 2007). Comme le pourcentage de souris
mutantes Hoxa3"" recensé lors du sevrage ne correspondait pas au pourcentage prédit par
les lois de Mendel, un suivi quotidien des portées a mis en évidence la mort des nouveau-
nés. Les individus Hoxa5"" présentent des poumons affaissés, de méme que de I'air dans le
systéme digestif (Jeannotte e al., 1993; Aubin et al., 1997). De facon intéressante, a
l'opposé de ce qui a été observé pour les squelettes, ce sont les souris "outbred" qui
possédent le taux de mortalité périnatale le plus bas avec 50%, alors que les souches
129/SvEv et CS7BL/6 les suivent avec 72% et 100% de mortalité respectivement. Ces
souris mutantes ont permis I'é¢tude des différentes fonctions du gene Hoxa3 lors du

développement.

1.4.1.1 Etablissement du squelette axial

Les souris mutantes Hoxa3”~ présentent diverses malformations au niveau du
squelette axial qui sont localisées essentiellement entre les vertebres C3 et T2, ce qui est
en accord avec l'expression du transcrit de 1.8 kb ainsi que celle de la protéine HOXAS qui
sont situées entre la troisiéme et la dixieme prévertebre. De plus, tout comme la mutation
de son gene orthologue Scr chez la drosophile, la perte de la fonction du gene Hoxas

entraine a la fois des transformations homéotiques d'antériorisation et de postériorisation

89



Figure 1.12: Expression des transcrits du gene Hoxa3 au niveau de I'embryon de souris au
stade développemental E12.5. (A) Profil d'expression obtenu a l'aide d'une sonde détectant
les 5 transcrits du géne Hoxad au niveau du SNC, de la colonne prévertébrale et des
membres antérieurs. (B) Profil d'expression obtenu a l'aide d'une sonde détectant les 4
longs transcrits du gene Hoxa5. Par analyse différentielle soustractive des deux profils
d'expression, on déduit une limite d'expression antérieure du transcrit de 1.8 kb au niveau
du plancher du myencéphale, comparativement a la jonction tube neural/myencéphale pour
les longs transcrits (téte de fleche ouverte). Au niveau de la colonne prévertébrale, la
frontiere antérieure d'expression du transcrit de 1.8kb se situe au niveau de la prévertébre
(pv) 3, alors qu'elle est au niveau de pv10 en ce qui concerne les longs transcrits (téte de
fleche noire). Enfin, I'expression scapulaire est spécifique au transcrit de 1.8 kb (fleche
noire) (Larochelle ef al., 1999). (C) Expression spécifique au niveau du mésenchyme des
voies respiratoires (trachée et poumon) (Aubin et al., 1997), (D) de I'estomac (Aubin et al ,
2002a), et (E) de l'intestin (Aubin et al ., 1999). (Autorisation regue de la part de(s)

auteur(s).)
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(Jeannotte ef al., 1993). D'ailleurs, un résumé des différents phénotypes répertoriés chez
les souris mutantes Hoxa3"~ est présenté a la Figure 1.13. Toutefois, la présence d'une
grande variabilité au niveau des différents phénotypes est observée en fonction de la souche
génétique des souris qui portent la mutation, suggérant que la mutation du gene Hoxa5 est
hypostatique et que des génes modificateurs accentuent certains phénotypes (Jeannotte ef
al., 1993; Aubin e tal, 1998; Garin ef al., 2006). Ceci étant dit, la transformation
homéotique d'antériorisation de la verteébre C6 en C5, caractérisée par la perte bilatérale du
tuberculum antérieur, est pénétrante chez 100% des souris Hoxa5”" (Figure 1.13) (Aubin
etal., 1998). De la méme fagon, puisque l'expression du gene Hoxa3 au niveau du squelette
axial est maximale en C6 et C7, la transformation homéotique de postériorisation qui cause
une cote ectopique a C7, la changeant ainsi en T1, est également trés pénétrante. De plus,
des expériences chez le poulet ont démontré que l'expression du gene Hoxa5 au niveau du
sclérotome est importante pour établir adéquatement la transition cervico-thoracique (Chen
et al., 2013). Enfin, d'autres phénotypes moins pénétrants sont également observés au
niveau du squelette axial suite a la mutation du gene Hoxad : des transformations
d'antériorisation des vertebres C3 et C4 en C2, caractérisées par l'apparition d'un processus
dorsal, de T2 en T1, ou il y a perte du processus dorsal spinal, de L1 en T13, sur laquelle
se greffe une cote ectopique, de méme qu'une transformation de postériorisation de T1 en

T2, ou dans ce cas il y a apparition d'un processus dorsal spinal (Aubin ef al., 1998).

1.4.1.2 Etablissement du squelette paraxial et appendiculaire

En plus des altérations au niveau du squelette axial, les souris mutantes Hoxas
" présentent également des défauts au niveau du squelette paraxial ainsi que du squelette
appendiculaire. En effet, certains de ces individus Hoxa5”" possédent une sternébre
additionnelle générée par la fission du manubrium (Jeannotte et al., 1993). De plus, la
quatrieme sternebre est plus courte et est attachée a la troisieme sternébre. Par conséquent,
les sites d'attachement des cotes 5 a 7 se retrouvent pratiquement juxtaposés. Dans les cas
les plus affectés, on observe la fusion de sternebres. Enfin, le processus xyphoide de

certaines souris mutantes pour le gene Hoxal est troué ou fissuré.
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Concernant le squelette appendiculaire, la perte de fonction du géne Hoxal chez les souris
"outbred" se traduit par le rétrécissement de la projection osseuse émergeant de la ceinture
scapulaire, appelée aussi acromion, et qui peut méme aller jusqu'a son absence compléte
dans certains cas (Figure 1.13) (Aubin ef al., 1998). De plus, comme la lignée de souris
undulated (un), porteuses d'une mutation sur le géne Pax/, présente un phénotype au
niveau de l'acromion qui est semblable & celui des souris mutantes Hoxa5™", la synergie
potentielle entre ces deux génes a été étudiée (Aubin ef al., 2002b). Les résultats obtenus
suggerent un role de recrutement des cellules précurseurs pour le géne Pax/, tandis que le
gene Hoxa) serait impliqué dans le positionnement des cellules positives pour le géne

Pax1.De plus, le gene Hoxa5 jouerait un role dans la chondrogenese. (Aubin ef al., 2002b).

1.4.1.3 Systéme nerveux central (SNC) et cellules de la créte neurale
(CCN)

Bien que la majorité des malformations du SNC associées aux genes Hox découle
majoritairement de mutations au sein des génes Hox des trois premiers groupes paralogues,
le géne Hoxa5 fait exception a la reégle. En effet, une approche par transgenése avec des
souris surexprimant le gene Hoxal au niveau de la partie brachiale du tube neural, grace a
I'élément BSC (section 1.4.4.2), génere des anomalies de la partie cervicale du tube neural
(Krieger et al., 2004). Par conséquent, les neurones de la corde dorsale superficielle
présentent divers problémes de différenciation, de migration, d'apoptose ainsi qu'une
expression ectopique du marqueur ventral neuronal BRN34 (Krieger et al., 2004, Abbott
et al., 2005). Ces défauts se traduisent par des problémes de motricité et de sensibilité au

niveau des membres antérieurs.

Enfin, I'expression du géne Hoxa5 est essentielle a la formation de deux colonnes
différentes de neurones moteurs: les LMC des membres antérieurs et ceux de la colonne
phrénique (PMC). En ce qui concerne les neurones LMC, le gene Hoxa3 s'occupe d'établir
correctement la connexion scapulo-humérale postérieure des neurones LMC rostraux
(Dasen et al., 2005; Dasen et Jessell, 2009; Lacombe ezal., 2013). Concernant les neurones
PMC, ils innervent le diaphragme et expriment les génes Hoxa5 et Hoxc5. De plus, il s'agit

des deux seuls genes Hox exprimés dans ces neurones moteurs. La délétion combinée de
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Figure 1.13: Résumé des différents phénotypes observés chez les souris Hoxa5™". Dans le
sens horaire: Désorganisation des follicules de la glande thyroide doublée d'une
distribution anormale de la thyroglobuline au stade développemental E18.5 (Meunier ef
al., 2003). A la naissance, on observe une trachée au diamétre rétréci et qui peut méme étre
completement obstruée dans les cas les plus séveres. Quant aux poumons, ils sont collapsés
(Aubin ef al., 1997). L'analyse des glandes mammaires de souris lactantes montrent une
désorganisation caractérisée par des alvéoles plus petits et la présence de gouttelettes
lipidiques (fenétre) (Garin e al., 2006). Au niveau des ovaires de femelles nullipares de 10
mois, des kystes d'inclusion se développent, rappelant 1'endosalpingiose humaine
(Gendronneau et al., 2012). L'estomac présente un ¢&pithélium aminci ainsi qu'une
hypertrophie de la sous-muqueuse (Aubin ef al., 2002a). Quant au colon proximal, il
présente des villi plus courts, une distribution anormale des cellules productrices de mucus
(téte de fleche noir) ainsi qu'une hypertrophie de la sous-muqueuse (Aubin ef al., 1999).
En ce qui concerne la ceinture scapulaire, une réduction de la taille de I'acromion, pouvant
aller jusqu'a l'absence compléte, est observé chez ces individus mutants (Aubin ef al.,
2002b) . Le squelette axial des souris mutantes présente plusieurs anomalies, dont I'absence
du tuberculum antérieur sur C6 (fleche blanche a droite), une cote sur C7 (fléche noire a
droite), présence de processus spineux dorsaux a la fois sur C3, C4 et T1 (fleches noires a
gauche) et perte de processus spineux sur T2 (fleche blanche). (Autorisation regue de la

part de(s) auteur(s).)
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ces deux geénes Hox spécifiquement au niveau des neurones moteurs entraine la diminution
du nombre de neurones PMC, ce qui résulte en une détresse respiratoire causant la mort de
certains nouveau-nés peu de temps apres la naissance (Philippidou er al, 2012). Le
diaphragme de ces souris mutantes possedent un nerf phrénique plus mince et les axones
des PMC qui atteignent le diaphragme sont incapables de former les synapses responsables
du mouvement respiratoire. De la méme fagon, le diaphragme des souris Hoxa5"~ montre
un phénotype similaire (Boucherat ef al., 2013). De plus, des résultats préliminaires de
notre laboratoire montrent que la délétion du gene Hoxa5 dans les neurones moteurs cause
également une mortalité périnatale résultant d'une détresse respiratoire, démontrant

lI'importance de son expression dans les neurones PMC.

1.4.1.4 Organes glandulaires

Bien que certaines souris mutantes Hoxa5”" survivent et soient fertiles, elles
présentent néanmoins un retard d'ouverture des yeux et de redressement des oreilles, de
méme qu'une taille plus petite comparativement a leurs congéneres controles,
caractéristiques d'une hypothyroidie (Aubin et Jeannotte, 2001; Meunier et al., 2003). En
effet, les follicules thyroidiens des glandes mutantes sont plus petits, désorganisés et
contiennent des dépots anormaux de thyroglobuline, précurseur des hormones T3 et T4 a
partir de E16.5 (Figure 1.13). Ces phénotypes sont également associés a des changements
d'expression de génes régulateurs du développement de la glande thyroide tels que Nkx2. /,

Titf2 et Pax8 (Meunier et al., 2003).

1.4.1.5 Systéme respiratoire

L'étude du phénotype associé¢ a la détresse respiratoire observée chez les individus
mutants Hoxa3”" révéle une trachée désorganisée, caractérisée par une fusion du cricoide
avec les premiers anneaux trachéaux, par la diminution du nombre d'anneaux, combinée a
une apparence anormale. De plus, on observe la réduction du diameétre trachéal pouvant
aller jusqu'a I'occlusion compléte dans les cas plus sévéres (Figure 1.13), 1a désorganisation
de I'épithélium et 1'épaississement de la lamina propria, laquelle origine du mésenchyme

(Aubin ef al., 1997). D'ailleurs, bien que le gene Hoxa5 soit exprimé uniquement dans la
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composante mésenchymale, la perte de sa fonction entraine plusieurs phénotypes affectant
la composante épithéliale de différents organes (Figure 1.13) suggérant I'implication de ce

dernier dans la communication mésenchyme-¢épithélium.

Au niveau pulmonaire, la désorganisation du mésenchyme perturbant la formation
de tubules épithéliaux normaux est observée des le jour E12.5, de méme que la diminution
de l'expression des genes Nkx2./ ainsi que Foxa2, qui sont impliqués dans la régulation
des protéines du surfactant, et l'augmentation du géne N-myc, qui joue un réle dans la
ramification des bronches (Aubin et al., 1997) . La réduction de ramifications des bronches
cause une diminution du nombre d'acini pulmonaires, détectable a E15.5, ce qui mene a la
compaction anormale des poumons a E18.5. A la naissance, les poumons sont affaissés,
plus petits et présentent une diminution de la production de la protéine de surfactant SP-B,
des pneumocytes de type I, de méme qu'une diminution des cellules endothéliales

(Boucherat ef al., 2013).

Bien que le géne Hoxa3 soit essentiel au développement pulmonaire embryonnaire,
certaines souris mutantes pour ce gene ne meurent pas a la naissance. Toutefois, tel que
mentionné a la section 1.2.8.3, le stade de l'alvéogenese pulmonaire prend place apres la
naissance entre les jours 5 et 30, durant lesquels il y a augmentation de la surface
pulmonaire nécessaire aux échanges gazeux. Les souris Hoxa3”~ échappant a la mortalité
périnatale présentent une surface pulmonaire diminuée en raison d'un défaut de septation,
causé par un défaut de migration des myofibroblastes alvéolaires et qui mene a des espaces
adriens élargis (Mandeville et al., 2006; Boucherat ef al., 2013). Pour pallier a une moins
bonne oxygénation, les souris Hoxa3™"" doivent augmenter leur apport d'air, notamment en
augmentant leur fréquence respiratoire (Kinkead ez al., 2004). De plus, 'analyse des
différentes populations de cellules épithéliales tapissant les voies aériennes a permis
d'observer une augmentation du nombre des cellules de goblet (sécrétrices de mucus) au
niveau des voies respiratoires proximales, de méme qu'une présence ectopique de ces
mémes cellules de fagon plus distale (Mandeville ef al., 2006, Boucherat ef al., 2012).
D'ailleurs, cette métaplasie des cellules productrices de mucus résulte de la
transdifférenciation anormale des cellules de Clara/club, présumées progéniteurs

pulmonaires, en cellules de goblet. Cette transdifférenciation est aussi associée a une
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augmentation de l'activité de la voie de signalisation NOTCH, ce qui s'apparente aux
caractéristiques des poumons de patients atteints d'une maladie pulmonaire obstructive
chronique (MPOC) (Boucherat ef al., 2012, 2013). La métaplasie des cellules a mucus
retrouvée chez les souris mutantes Hoxa3”~ se développe indépendamment d'un
changement d'expression du geéne Foxa2 (Boucherat et al., 2012). De plus, il y aurait une
tendance a la diminution de l'expression du géne Hoxa3 au niveau des poumons de patients
emphysémateux, alors que ceux souffrant d'hypertension pulmonaire primaire le

surexprimerait (Golpon ef al., 2001).

1.4.1.6 Systéme digestif

L'expression du gene Hoxal est détectable au niveau de l'intestin antérieur primitif
a partir de E9.0, soit au moment ou les CCN envahissent le mésenchyme. Par la suite, son
expression s'organise de maniére a former un gradient rostro-caudal croissant dans
l'estomac vers E11.0 (Aubin et al., 2002a). L'abolition de 'expression du gene Hoxa5 chez
la souris entraine des changements morphologiques au niveau de l'estomac ainsi que
fonctionnels au niveau de l'intestin. Premi¢rement, on remarque un amincissement de
I'épithélium gastrique ainsi qu'une hypertrophie de la sous-muqueuse (Figure 1.13). La
fonction digestive est également altérée, puisqu'une diminution des cellules
entéroendocrines ainsi que des cellules zymogéniques, responsables de la synthése du
pepsinogene, est observée. Bien que tous les types cellulaires présents dans 1'estomac soient
détectés, la présence ectopique de cellules productrices de mucus au niveau du pylore
suggere que l'absence du gene Hoxa’ génere une transformation homéotique de
postériorisation de l'estomac en un devenir intestinal (Aubin ef al., 2002a). Enfin, les
altérations morphologiques de 1'épithélium gastrique observées chez les souris Hoxa5™"
sont associées a une restriction du domaine d'expression du gene Shh et une extension de

celui du géne 7hh.

Tout comme pour l'estomac, l'initiation de la transcription du gene Hoxald est
détectable au niveau de la composante mésenchymale du futur intestin des E9.0. Elle se
confine par la suite dans le systeme nerveux entérique (SNE) vers E17.5 et s'installe

ultimement en gradient proximo-distal décroissant en s'éloignant du duodénum en direction
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du colon (Aubin ef al., 1999). Tel que mentionné précédemment, les longs transcrits du
gene Hoxad sont exprimés plus tardivement soit a E10.5, alors qu'ils ne sont plus
détectables des E14.5, ce qui consolide a nouveau le role fonctionnel du transcrit de 1.8kb.
D'ailleurs, l'intestin est le seul organe ou l'expression des longs transcrits a €t¢ observée.
Le phénotype intestinal associ€ a la perte de fonction du gene Hoxa chez la souris consiste
en une réduction de la taille des villi, une distribution anormale des cellules productrices
de mucus ainsi qu'une hypertrophie de la sous-muqueuse (Figure 1.13) (Aubin ez al., 1999).
Tout comme dans le cas de I'estomac, les souris Hoxa5”~ présentent une fonction digestive
intestinale altérée. En effet, on observe un délai dans I'établissement du mode digestif
adulte avec une diminution de l'activité enzymatique de la sucrase, de la tréhalase et de la
maltase. Toutefois, les niveaux enzymatiques redeviennent normaux lors du sevrage des
individus mutants (Aubin ef al., 1999). De la méme fagon que pour les poumons et

l'estomac, tous les types cellulaires sont présents au niveau de l'intestin des souris Hoxad
/-

2

ce qui s'accorde avec le role du gene Hoxa5 dans la propagation d'un signal pro-

différenciation du mésenchyme vers 1'épithélium.

1.4.1.7 Systéme urogénital

Le profil d'expression du gene Hoxa au niveau des ovaires est plutot dynamique,
puisqu'il varie en fonction du cycle oestral, du stade gestationnel, de méme qu'en fonction
de l'age des souris, ce qui laisse croire que Hoxa5 pourrait remplir diverses fonctions
physiologiques. Chez les femelles vierges, la perte de fonction du gene Hoxa5 entraine une
puberté précoce ainsi qu'un déréglement du cycle @stral (Gendronneau et al., 2012). En
effet, ces femelles présentent un cycle @stral prolongé avec une augmentation de la durée
du stade di@strus, un phénotype qui s'exacerbe lors du vieillissement et qui méne a une
diminution de fécondité. De plus, les souris Hoxa3"~ vieillissantes sont prédisposées &
développer des kystes épithéliaux d'inclusion ovariens rappelant 1'endosalpingiose
humaine. D'ailleurs, ces kystes possédent les caractéristiques de 1ésions prénéoplasiques,
puisqu'ils expriment des marqueurs de carcinomes épithéliaux ovariens tels que les génes
Pax8 et Wti. (Gendronneau ef al., 2012). Enfin, le déréglement du cycle oestral ainsi que
la présence de kystes ayant comme origine 1'épithélium de surface ovarien suggerent un

probleme au niveau de la EMT. D'ailleurs, la présence de kystes corrélent avec la
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diminution de 1l'expression de différents membres de la cascade signalétique de I'EGF,

responsable de la EMT dans I'OSE, comme les genes Lgfr, Areg et Bic.

1.4.1.8 Glande mammaire

Le développement de la glande mammaire débute chez la souris vers E10.5 et se
poursuit aprés la naissance jusqu'a la puberté. Des modifications structurelles
additionnelles surviennent lors de la gestation afin de préparer la glande a la lactation. La
perte de fonction du geéne Hoxa5 cause un défaut de lactation observé initialement par
I'absence de lait dans l'estomac des nouveau-nés. Une caractérisation plus exhaustive a
révélé par la suite que le taux anormalement bas de lait produit par les souris Hoxa3"~ est
causé par l'accélération du développement lobulo-avéolaire ainsi que l'accumulation de
gouttellettes lipidiques (Figure 1.13) (Garin et al., 2006). De plus, le fait que le géne Hoxas
soit exprimé au niveau du stroma, alors que le phénotype des souris mutantes soit
principalement épithélial, et que ce phénotype soit rétabli lorsqu'un épithélium mutant est
greffé dans un stroma sauvage, mais non l'inverse, confirme a nouveau le role du gene

Hoxa5 dans la communication mésenchyme-épithélium.

Des études effectuées par un autre groupe ont suggéré que l'expression du gene p33,
de méme que celui du récepteur a la progestérone (PR), seraient positivement régulés au
niveau transcriptionnel par la liaison de la protéine HOXAS a leur promoteur respectif dans
des lignées cellulaires épithéliales humaines de cancer du sein (Raman ef al., 2000a,
2000b). Toutefois, la régulation directe de I’expression de ces deux geénes par la protéine

HOXAS chez la souris a été écartée (Garin et al., 2006; Gendronneau ef al., 2010).

1.4.1.9 Cellules hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoiétiques se différencient en mégakaryoblastes, pro-
érythroblastes, monoblastes, myéloblastes ainsi qu'en lymphoblastes. Cette derniere classe
de progéniteurs est a l'origine des cellules B et des cellules T. Comme certaines voies de
signalisation connues pour agir sur les genes Hox, telle que la voie de signalisation
NOTCH par exemple (section 1.3.4.4; Figure 1.9), jouent également un role dans le
développement des lymphocytes T (Radtke er al., 1999; Weng et al., 2004), une analyse
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de genes Hox candidats a été entreprise. Bien que 1'on retrouve le géne Hoxad parmi les
genes identifiés, aucun changement dans les populations cellulaires dérivées des lignées
progénitrices lymphoblastiques (cellules B, T et NK), de méme que myéloblastiques, n'a
été observé chez les individus Hoxa3”", suggérant une certaine redondance fonctionnelle
entre les différents génes Hox lors du développement hématopoiétique (Weerkamp et al.,

2006).

Toutefois, des études plus récentes chez des patients souffrant de T-ALL, chez
lesquels la transformation leucémique est causée par la protéine de fusion CALM-AF10,
ont démontré que l'expression du géne Hoxa5 est augmentée et contribue au processus
leukémogénique (Okada ef al., 2006; Lin ef al., 2009). En effet, cette surexpression serait
causée par le dépdt spécifique de la marque activatrice H3K79 sur le locus Hoxas par la

méthyltransférase hDOT1L, laquelle interagit normalement avec la protéine AF10.

1.4.1.10 Angiogenése et microenvironement tumoral

Le gene Hoxa5 est également exprimé au sein des cellules endothéliales
quiescentes, mais ne l'est pas dans celles qui sont activées (Rhoads ez al., 2005). D'ailleurs,
les cellules endothéliales exprimant le gene Hoxad ne répondent pas aux stimuli
angiogéniques générés par VEGFA et FGF2. De plus, l'expression des génes pro-
angiogéniques Vegfr2, Efnal, Hifl et Cox2 est diminuée, celle du gene anti-angiogénique
Tsp2 est augmentée, alors que les jonctions adhérentes sont stabilisées dans ces cellules
(Arderiu et al., 2007). L'expression du géne Hoxal est quant a elle régulée négativement
par le miRNA miR-130A durant l'angiogenése (Chen et Gorski, 2008). De facon
intéressante, |'expression du gene paralogue Hoxb5 entraine a la fois 'augmentation de la
vasculogenese (Wu ef al., 2003) et de l'angiogenese (Winnik ef al., 2009), ce qui va a
'encontre de I'hypothese de redondance fonctionnelle. Enfin, 'expression du gene Hoxas
semble étre dérégulée dans plusieurs types de cancers tels que certains carcinomes oraux a
cellules squameuses (Rodini ez al., 2012), cancers du poumon non a petites cellules (Kim
et al., 2009; Liu et al., 2012), cancers du sein (Bagadi ef al., 2008; Gendronneau ef al.,
2010) et certains hémangiomes (Zhu et al., 2009).
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1.4.2 Régulation de ’expression du géne Hoxa)

Mis a part les travaux de caractérisation des éléments qui régulent
transcriptionnellement l'expression du gene HoxaJ, effectués essentiellement avec une
approche de transgenese chez la souris, qui vous seront présentés dans les quatre
prochaines sections (sections 1.4.2.1 a 1.4.2.4), des informations ont également été
collectées en utilisant d'autres modéles d'études. Tout d'abord, des études chez la
drosophile ont permis de regrouper certains genes sous la banniére d'une nouvelle famille
appelée activateurs/amplificateurs des génes 7rithorax et Polycomb (ETP). Cette nouvelle
famille contient des génes tels que Pho, 'homologue du gene Yy/ abordé a la section
1.3.8.3, de méme que Corto et Dspl (Decovilleetal., 2001; Lopez e al.,2001). D'ailleurs,
ces deux derniers membres ETP se retrouvent liés a une séquence régulant en cis
l'expression du gene Scr, I'hnomologue du géne Hoxas (Salvaing ef al., 2006). D'autre part,
l'utilisation de différentes lignées cellulaires comme modeles d'étude a permis de révéler
qu'un traitement au RA entraine la dérépression du promoteur Hoxa5, caractérisée par la
perte de la marque épigénétique de H3K27me3 ainsi que l'apparition des marques
permissives H3K9/K 14 ac et H3K4me3 (Laursen ef al., 2013). De plus, ce méme traitement
stabilise I'ARNm du géne Hoxa5 via la liaison de la protéine se liant aux ARN HuR de
méme qu'en réprimant le miRNA miR-130a (Yang et al., 2013).

Dans le laboratoire, la délétion successive des séquences flanquantes du gene
Hoxa5 dans un contexte de transgenese chez la souris a permis d'identifier quatre grandes
régions régulatrices dirigeant I'expression du transgene Hoxad/lacZ, qui sont représentées
dans la Figure 1.14. 11 s'agit des éléments Temporel (section 1.4.2.1), BSC ou Brachial
Spinal Cord (section 1.4.2.2), MES ou Mesodermal Enhancer Sequence (section 1.4.2.3),
ainsi que 1'élément Poumon/Intestin (section 1.4.2.4) (Tuggle et al., 1990; Larochelle et al.,
1999; Nowling ef al., 1999; Moreau et Jeannotte, 2002; Tabaries ef al., 2005). La capacité
des éléments régulateurs du gene Hoxa5 a diriger 'expression d'une recombinase Cre sera

décrite aussi au Chapitre 3.

102



1.4.2.1 Elément Temporel

La microinjection d'une construction d'ADN génomique de 11.1 kb, comprenant
3.8 kb de séquence en amont du promoteur du géne Hoxa’ ainsi que 7.3 kb en aval, de
méme que les séquences d'ADN codant pour la B-Galactosidase, permet de récapituler en
partie l'expression spatio-temporelle du transcrit fonctionnel de 1.8kb (Larochelle et al.,
1999). En effet, suite aux délétions successives en transgenese, les colorations au X-gal sur
des embryons entiers ont permis de déduire que 1'élément Temporel est localisé dans le
fragment D'ADN FEcorRI-Accl de 648 pb (-2.1 kb a - 1.5 kb). Cette séquence régulatrice
est en mesure de diriger I'expression du transgene HoxaS/lacZ aussi t6t qu'au stade E8.25,
au niveau des somites 5-7 (Figurel.14). De plus, le fragment d'ADN de 11.1 kb englobe
également les éléments BSC et MES qui seront présentés dans les deux prochaines sections

(section 1.4.2.2 et 1.4.2.3 respectivement).

1.4.2.2 Elément BSC (Brachial Spinal Cord)

L'étude de 1'élément BSC a été initiée par un autre groupe qui démontra qu'une
séquence d'ADN génomique de 4.3 kb comprise entre les positions -1.5 kb et +2.9 kb
controle I'expression du gene rapporteur /acZ a E11.0 au niveau de la partie brachiale du
tube neural (Figure 1.14) (Zakany et al., 1988; Tuggle ef al., 1990). En collaboration avec
'équipe du Dr Tuggle, des délétions successives du fragment de 4.3 kb ont été réalisées et
un fragment de 912 pb capable de diriger 'expression du transgene Hoxad/lacZ au niveau
du tube neural, dans un domaine localis€ au niveau des vertébres C4 et T2, a été circonscrit.
L'élément régulateur fut par la suite associ¢ a un fragment d'ADN de 604 pb (-839 pb a -
235 pb) sans altérer ses propriétés régulatrices. De plus, trois sites de liaison AAATAA ont
été identifiés au niveau des séquences de 1'élément BSC comme étant essentiels a
l'expression du transgene Hoxad/lacZ dans la partie brachiale du tube neural (Nowling et

al., 1999).

1.4.2.3 Elément MES (Mesodermal Enhancer Sequence)

Tel que mentionné a la section 1.4.4.1, le fragment d'ADN génomique de 11.1 kb

est en mesure de récapituler fidelement le profil d'expression endogene du transcrit
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Figure 1.14: Résumé des régions régulatrices contrélant l'expression du gene Hoxas
identifiées par transgenese chez la souris. (Haut) Représentation schématique des loci
Hoxa5 et Hoxa6, de méme que de certains sites de restriction. Les boites blanches
correspondent aux exons des genes, les grises aux régions codant pour les protéines et les
noires représentent les domaines homéo. Temp., Temporal, BSC, Brachial Spinal Cord,;
MES, Mesodermal Enhancer Sequence; Poum./Int., Poumon/Intestin. A, Accl; B, Bg/ll,
RIL EcoRI;, RV, EcoRV; H, Hindlll; S, Sacl, Xb, Xbal, Xh, Xhol. (Bas) De gauche a droite:
I'élément Temporel (orange) dirigeant l'expression du transgene Hoxad/lacZ des le jour
E8.5 au niveau des somites 5-7 (Larochelle ef al., 1999), le BSC (vert) au niveau de la
partie brachiale du tube neural a E12.5 (Tuggle et al., 1990; Nowling et al., 1999), le MES
(rouge) dans les dérivés mésodermiques entre pv3 et pv10, les bourgeons de membres et
le tractus urogénital (Larochelle e al., 1999; Tabaries et al., 2005) ainsi que l'élément
poumon/intestin qui dirige I'expression dans les systémes respiratoire et digestif (Moreau
et Jeannotte, 2002). g, intestin; h, coeur; lu, poumon; s, estomac (tirée de la thése de Ph.D.

de S. Tabaries, 2006). (Autorisation recue de la part de(s) auteur(s).)



Poum/Int.

BSC
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fonctionnel Hoxad de 1.8 kb. D'ailleurs, une construction d'ADN contenant un fragment
HindlI-HindIll de 2.1 kb, situé en 3' de I'exon 2 (+2.9 kb a 5 kb), contrdle I'expression du
transgene HoxaS/lacZ au niveau des dérivés mésodermiques entre les pv 3 et 10, les
bourgeons de membres antérieurs ainsi que le tractus urogénital (Figure 1.14) (Larochelle
et al., 1999). Une analyse par délétions successives de cette séquence régulatrice, appelée
MES pour Mesodermal Enhancer Sequence, a mis en évidence la présence de deux sous-
régions régulatrices, soit le fragment d'ADN de 164 pb Avrll-Fco471Il (AvEc) et le
fragment de 331pb Pstl-Hindlll (PsHi). L'analyse approfondie du fragment AvEc a fait
ressortir des sites de liaison consensus pour les facteurs de transcription CDX, qui lient
plus fortement la protéine CDX4 et qui sont nécessaires a 1'établissement de la frontiere
postérieure d'expression du transgene Hoxad/lacZ au niveau de pv10 (Tabariés ef al.,
2005). Quant au fragment PsHi, bien qu'il soit suspecté de posséder une propriété
activatrice/amplificatrice de I'élément MES, la confirmation de son rdle régulateur dans
l'expression du gene Hoxal reste a faire. Des précisions sur les roles de ces deux sous-

régions régulatrices seront présentées au chapitre 4.

1.4.2.4 Elément Poumon/Intestin

La séquence d'ADN génomique de 11.1 kb n'est pas en mesure de diriger
adéquatement l'expression de la B-galactosidase dans les systémes respiratoire et digestif,
ou le géne Hoxa5 est normalement exprimé (Larochelle ez al., 1999). De fagon intéressante,
certaines données dans la littérature suggerent une association entre le traitement au RA et
l'activation de l'expression du géne Hoxad dans les poumons, l'estomac et l'intestin. Par
exemple, le traitement de poumons embryonnaires en culture au RA induit I'expression des
genes Hoxad, Hoxb5 et Hoxb6 (Bogue et al., 1994; Volpe et al., 1997), alors que
l'inactivation du geéne Raldh2 entraine la diminution du géne Hoxa5 dans les poumons et
l'estomac (Wang ef al., 2006). De plus, un RARE nécessaire a l'expression du gene Hoxa4
au niveau des poumons, de l'intestin et du métanéphros a été localisé a l'intérieur de la
séquence intergénique Hoxa4-Hoxa5 (Packer et al., 1998). Comme les éléments
régulateurs sont couramment partagés entre les geénes Hox voisins (section 1.3.5),
I'hypothése voulant que ce site RARE soit aussi important pour I'expression du géne Hoxas

qu'il I'est pour I'expression du géne Hoxa4 a été mise de l'avant. D'ailleurs, ce site RARE
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est localisé a l'intérieur d'un fragment d'ADN Xbal-Xbal de 1.5 kb, circonscit entre les
positions +9351 et +10816, qui récapitule le profil d'expression du gene Hoxa5 dans ces
organes (Figure 1.14) (Moreau et Jeannotte, 2002). La caractérisation approfondie de cet
¢lément régulateur, que I'on appelle 1'élément Poumon/Intestin (Poum./Int.), sera présentée

au chapitre 2.

1.5 Projet de ma thése de doctorat

Tel que mentionné, la régulation aberrante de 1’expression du geéne Hoxad est
associée ou directement reliée a certains types de tumeurs, dont les mieux documentés sont
les leucémies (Okada ef al.,2006; Lin ef al., 2009) et les cancers du sein (Raman et al.,
2000a, 2000b; Bagadi et al., 2008; Gendronneau ef al/., 2010), ainsi que certaines
pathologies, comme les MPOC (Golpon ef al., 2001; Boucherat ef al., 2012, 2013). De
plus, les phénotypes observés chez les souris Hoxa3"-ont tous quelque chose en commun,
a savoir qu'ils sont majoritairement confinés a la composante épithéliale de différents
organes (Aubin ef al., 1997, 1999, 2002a; Meunier ef al., 2003; Garin et al., 2006,
Mandeville et al., 2006; Gendronneau ef al., 2012; Boucherat ef al.,2012, 2013), alors que
le géne Hoxa’ est exprimé au niveau du mésenchyme, ce qui suggere qu'il joue un role
dans la communication mésenchyme-épithélium. A la lumiére des ces résultats, je me suis
fixé comme but de mieux comprendre la régulation transcriptionnelle complexe du gene
Hoxa3, puisqu’une meilleure compréhension des différentes cascades développementales
impliquant le gene Hoxa3 permettra ultimement de développer des avenues diagnostiques

et/ou thérapeutiques potentielles pour différents cancers et pathologies.

A cet effet, comme la mortalité périnatale associée a la dysmorphogenése des voies
respiratoires correspond au phénotype le plus important retrouvé chez les souris Hoxad
" I'objectif principal de ma thése consista en la caractérisation de I'élément poumon/intestin
situé¢ au sein du fragment d'ADN Xbal-Xbal de 1465 pb, localisé dans la séquence
intergénique Hoxa4-Hoxa5 et pouvant diriger l'expression d'un transgéne HoxaS/lacZ au
niveau des systémes respiratoire et digestif (Moreau et Jeannotte, 2002). J'ai entrepris
d'identifier les séquences d'ADN agissant en cis sur 'expression du gene Hoxa au niveau

des organes a l'aide de délétions successives dans un contexte de transgenése chez la souris.
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Ensuite, j'ai identifié des facteurs de transcription susceptibles de se lier a ces séquences
par EMSA et par ChIP. L'une des hypothéses préliminaires était qu'un site RARE essentiel
a l'expression du géne Hoxa4 dans les organes se voulait également important pour
l'expression du géne Hoxa5 a ce niveau. Cet objectif de recherche est décrit dans le cadre

du chapitre 2 de ma these.

Une autre caratéristique des phénotypes observés chez les souris Hoxa5" est qu'ils
sont majoritairement regroupés au niveau cervico-thoracique entre les pv3 et pv10, soit le
domaine d'expression spécifique au transcrit de 1.8 kb. Comme cette région correspond au
domaine d'expression dirigé par 1'élément MES (Larochelle ef al., 1999; Tabariés et al.,
2005), je me suis également fixé comme objectif de caractériser ces s€quences régulatrices.
Tout d'abord, je me suis penché sur la nature de l'interaction entre le fragment d'ADN
AvEc-164 pb et les facteurs de transcription CDX4 et HOXB9, lors du positionnement de
la limite postérieure d'expression au niveau de pv10, en utilisant essentiellement la méme
approche que pour l'objectif précédent. J'ai également tenté de localiser la séquence
activatrice/amplificatirice a l'intérieur du fragment PsHi-331. Les résultats obtenus

concernant cet objectif sont présentés au chapitre 4 de ma these.

Grace aux connaissances acquises en tentant de répondre aux deux objectifs
précédents, j'ai généré deux constructions d'ADN dans lesquelles les séquences encodant
la recombinase Cre sont placées sous le controle de différentes combinaisons des séquences
régulatrices du gene Hoxal. La premiére englobe la totalité des séquences régulatrices du
gene Hoxal identifiées jusqu'a maintenant (Temporel, BSC, MES et Poumon/Intestin),
alors que j'ai retiré I'élément Poumon/Intestin de la deuxieme. J'ai effectué la
caractérisation des lignées de souris obtenues, notamment en les utilisant pour déléter le
gene Hoxa5 et comparé les phénotypes obtenus avec ceux de la lignée de souris mutantes
générée précédemmant (Jeannotte ef al., 1993), notamment en effectuant des préparations
squelettiques et des analyses histologiques du systeme respiratoire. Les lignées
transgéniques Hoxa3Cre serviront d'outils pour confirmer des nouveaux membres
potentiels de la cascade développementale impliquant le gene Hoxa5. La présentation de

ces nouvelles lignées fait 'objet du chapitre 3 de ma these.
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Enfin, bien que la majorité des phénotypes générés par la perte de fonction du gene
Hoxa5 chez la souris correspondent a des régions ou seulement le transcrit de 1.8 kb est
présent, il est improbable que les 4 longs transcrits non codants du gene Hoxal soient
uniquement du bruit de fond transcriptionnel, communément appelé transcrits poubelles.
Par conséquent, j'ai participé a l'étude des roles de ces longs transcrits du gene Hoxas. Pour
ce faire, j'ai vérifi¢ le potentiel de traduction des transcrits Hoxa5 dans un contexte in vitro
(trousse de transcription/traduction) et in vivo (expression transitoire dans des HEK 293T).

Cette étude est présentée au chapitre 5.
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AVANT-PROPOS

La cartographie des différents éléments régulateurs responsables de diriger
l'expression du gene Hoxad a mené a l'identification d'une séquence d'ADN essentielle a
son expression au niveau des systémes respiratoire et digestif (Moreau et Jeannotte, 2002).
La majeure partie de ma these a été consacrée a la poursuite de la caractérisation de
I'élément Poumon/Intestin (P/I), situé dans la séquence intergénique Hoxa4-Hoxa5 entre
deux sites reconnus par I'enzyme de restriction Xbal qui sont respectivement localisés aux

positions +9351 et + 10816.

Initiées tour a tour par Julie Moreau et Christelle Prudhomme durant leurs études
graduées, j'ai poursuivi les délétions successives de cette région dans un contexte de
transgenése chez la souris générant ainsi pres de la moitié des constructions (11/23) et
identifiant deux sous-régions régulatrices : un fragment d'ADN de 259 pb Xbal-BssHII
(positions +9351 et +9610) dirigeant essentiellement l'expression du transgene Hoxad/lacZ
au niveau du systeme digestif, de méme qu'un fragment de 163 pb Ncol-Sacl (positions
+10198 et +10361), possédant des propriétés activatrices/amplificatrices et controlant
l'expression au niveau des poumons, de l'estomac et de l'intestin. Par conséquent, la
délétion de cette dernicre séquence d'ADN entraine l'absence de coloration X-Gal dans les
systémes respiratoire et digestif. L'analyse bioinformatique (TESS/TFSEARCH) des
fragments de 259 pb et de 163 pb a souligné la présence de sites de liaison potentiels pour
le facteur de transcription YY 1. Par la suite, j'ai confirmé l'importance de ces sites in vifro
par essais de retard sur gel (EMSA), puisque un anticorps dirigé contre la protéine YY1
abolit la liaison sonde-protéine. De plus, j'ai montré par immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) que ces mémes sites sont occupés in vivo et que leurs mutations dans
un contexte de transgenése est suffisantes pour abolir l'expression du transgéne

Hoxa5/lacZ.

Enfin, j'ai confirmé le lien génétique entre les genes Yy/ et Hoxad dans le
développement du poumon. Puisque les souris mutantes Yy/”~ meurent au jour E6.5
(Donohoe et al., 1999), alors que les souris hypomorphes Yy /1%~ meyrent a la naissance

de détresse respiratoire (Affarer al., 2000), j'ai délété spécifiquement le géne Yy / au niveau
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du mésenchyme en utilisant une lignée de souris exprimant la Dermol/Cre
(Twist2/Cre)(Yu et al., 2003). J'ai ainsi démontré qu'en plus d'avoir un phénotype
pulmonaire comparable & celui des souris Hoxa3”", 1a délétion mésenchymale du géne Yy /
entraine une diminution de l'expression du géne Hoxa5 au niveau des poumons d'embryons
au stade E18.5, confirmant ainsi l'importance de ce facteur de transcription dans la
régulation positive de I’expression du gene Hoxad au niveau des systémes respiratoire et
digestif. Il s'agit d'une découverte trés importante puisque la protéine YY1 est

principalement connue pour son réle de régulateur négatif dans I'expression des genes Hox.

J’ai collaboré a I’écriture du manuscrit avec le Dre Lucie Jeannotte.
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ABSTRACT

The Hox gene family encodes homeodomain-containing transcriptional regulators
that confer positional information to axial and paraxial tissues in the developing embryo.
The dynamic Hox gene expression pattern requires mechanisms that differentially control
Hox transcription in a precise spatio-temporal fashion. This implies an integrated
regulation of neighbouring Hox genes achieved through the sharing and the selective use
of defined enhancer sequences. The Hoxa5 gene plays a crucial role in lung and gut
organogenesis. To position Hoxa5 in the regulatory hierarchy that drives organ
morphogenesis, we searched for cis-acting regulatory sequences and associated frans-
acting factors required for Hoxa5 expression in the developing lung and gut. Using mouse
transgenesis, we identified two DNA regions included in a 1.5-kb Xbal-Xbal fragment
located in the Hoxa4-Hoxa5 intergenic domain and known to control Hoxa4 organ
expression. The multifunctional YY1 transcription factor binds the two regulatory
sequences in vitro and in vivo. Moreover, the mesenchymal deletion of the Yy/ gene
function in mice results in a Hoxa5-like lung phenotype with decreased Hoxa5 and Hoxa4
gene expression. Thus, YY1 acts as a positive regulator of Hoxa5 expression in the
developing lung and gut. Our data also support a role for YY1 in the coordinated expression

of Hox genes for correct organogenesis.
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INTRODUCTION

Hox genes encode evolutionarily conserved transcription factors that control the
formation of body segment-specific structures by regulating the transcription of
downstream effectors that, in turn, direct the morphogenetic events leading to the complex
body forms along the embryonic axes in metazoan [1-2]. Consequently, mutations in Hox
genes alter segmental identity and cause morphological defects. In mammals, 39 Hox genes
are distributed over four clusters, each containing 9 to 11 genes closely packed in less than
150-kb of sequences (HoxA to D). Their spatio-temporal expression profile during
embryogenesis reflects their arrangement in the clusters: the 3° most genes are expressed
earlier and their expression domain reaches a more anterior limit than those occupying 5'
positions. As a result, members of the Hox complexes are expressed in nested and
overlapping domains along the developing body suggesting that specific combinations of
HOX proteins provide a unique address to defined regions [3]. Based on sequence
homology and location within clusters, Hox genes are also classified into 13 paralog

groups.

The Hox clustered organization is fundamental for the precise regulation and the
function of each gene and hence for the correct formation of the embryo. Analysis of Hox
mutant mice endorses the collinear relationship between the position of individual genes
within Hox clusters and the structural defects observed along the anterior-posterior (A-P)
axis [4]. For example, the mutation of the Hoxa5 gene, located in the middle of the HoxA
multigenic complex, affects axial specification at the cervico-thoracic level [S]. A high
percentage of Hoxa5” pups die at birth from impaired respiratory tract development [6].
Moreover, the loss of Hoxa5 function results in a panoply of phenotypes indicative of the
broad range of Hoxa5 actions throughout life [7-11]. Most defects in Hoxa3”~ mutants are
confined to the cervico-thoracic region corresponding to the Hoxas rostral-most expression
domain, where the major Hoxa transcript of 1.8-kb encoding the HOXAS 270-amino-acid
protein, is specifically expressed [12]. Thus, Hoxal appears as a critical determinant in the

specification and the development of a subset of structures at the cervico-thoracic level.

While the developmental role of Hox genes is well established, the regulation of

117



Hox gene expression in the embryo remains incompletely understood. A complex array of
different modes of regulation governs the precise Hox expression [13-14]. Regulation
primarily occurs at the transcriptional level via the combinatorial interplay of several
signaling pathways and transcriptional factors that interact with positive and negative cis-
acting sequences to differentially control Hox expression in a spatio-temporal and tissue-
specific fashion. The proximity of Hox genes in clusters implies the integrated regulation
of adjacent Hox promoters through the sharing, the competition and/or the selective use of
defined enhancers [15]. In parallel, global regulatory elements located outside the Hox
clusters and able of long-distance action coordinate the expression of several genes along
the Hox complexes [14]. Large-scale chromatin remodeling events also participate to the

regulation of the collinear expression of Hox genes [16].

Transcriptional regulators of Hox gene expression have been identified [17]. They
include developmentally regulated factors like the CDX homeodomain-containing proteins
that integrate retinoic acid (RA), FGF and Wnt signaling for the setting of the correct
expression domain of Hox genes [18-21]. Hox genes are also directly responsive to RA,
which activates retinoic acid receptors that then interact with retinoic acid response
elements (RARE) identified near Hox genes mainly from paralog groups 1 to 5 [22-23].
Hox expression is under the control of HOX proteins themselves involved in auto- and
cross-regulation [24-25]. Finally, ubiquitously expressed transcription factors such as the
multifunctional Yin Yang 1 (YY1) protein can modulate Hox expression in specific

contexts [26-29].

A complex organization of overlapping transcriptional units encompassing the
Hoxa5 locus exists, which results from alternative splicing and the use of three promoters,
one proximal producing the 1.8-kb transcript and two distal ones giving rise to long
noncoding RNAs [12]. Using a transgenic approach, we have identified regulatory
elements directing the developmental expression of the Hoxa5 proximal promoter. An
11.1-kb genomic fragment can recapitulate the temporal expression and substantially
reconstitute the spatial pattern of the 1.8-kb Hoxa5 transcript in mouse embryos. It includes
DNA control sequences, such as the 604-bp brachial spinal cord (BSC) enhancer and a

650-bp temporal control region, both contained in the Hoxa5 5' flanking sequences [30-
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31]. A 2.1-kb mesodermal (MES) enhancer important for Hoxa5 paraxial and lateral plate
mesoderm expression in the cervico-upper thoracic region of the A-P axis is positioned 3'
of the Hoxa5 gene. CDX proteins bind this sequence acting as potential regulators for the
regionalization of Hoxa5 gene expression along the axis [32]. A 1.5-kb DNA region that
targets Hoxa5 lung and gut developmental expression was also identified in the Hoxa4-

Hoxas5 intergenic sequences [33].

Several Hox genes, mainly from paralog groups 1 to 8, are expressed along the
respiratory tract [34]. However, except for Hoxa5, the lack of overt lung phenotype in
single Hox mutants indicates that Hoxa5 plays a predominant function in lung ontogeny
[35]. The prevalent role of Hoxa5 in organ development prompted us to further characterize
Hoxa5 lung and gut regulatory sequences. Here, we present evidence that Hoxa5 lung and
gut expression is under the control of several DNA elements. Some are shared with the
flanking Hoxa4 gene and they bind the transcription factor YY1, which acts as a positive

regulator of Hoxal gene expression in the developing lung and gut.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement

All animal experimentations were performed according to the guidelines of the
Canadian Council on Animal Care and they were specifically approved by the institutional
animal care committee (Comité de protection des animaux du Centre de recherche du

Centre Hospitalier Universitaire de Québec (CPAC); Permit Number: 2012013-2).

Design of Hoxa5/lacZ transgenes

All Hoxa5/lacZ constructs contain the bacterial lacZ gene inserted into the Sacl site
of the first exon of the Hoxad gene, which allows translation of the /acZ ORF from the
HOXAS AUG [31]. Construct 1 (also named pLJ272) was obtained by adding a 5.20-kb
EcoRI-Apal DNA fragment at the 3' end of construct 2 from ref. [33]. Construct 2 (pLJ123)
was previously described (construct 6 in ref. [31]). It was used as the backbone for most

Hoxa35/lacZ constructs in the present study. Constructs 3, 4, 8-12, 14-15 and 17-21 were
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obtained by ligation at the 3' end of pLJ123 of genomic fragments from the Hoxa4-Hoxa5
intergenic region. Construct 5 was produced by cloning the 1.5-kb Xbal-Xbal fragment
upstream an Xhol-Hindlll Hoxa5 genomic fragment carrying a Hoxa5 minimal promoter
that cannot direct B-galactosidase expression by itself (pLJ143 in ref. [32]). Enhancer
activity was tested in constructs 6, 7, 13, 16 and 22 by cloning Hoxa5 regulatory regions
in front of the hsp68lacZpA fragment, which contains an /sp68 minimal promoter that
cannot direct lacZ developmental tissue-specific expression by itself [31, 36]. For
constructs 17 to 22, nucleotide substitutions in RARE and YY1 binding sites were
produced by an overlapping PCR strategy using synthetic oligonucleotide primers carrying
appropriate base changes (Table 1A). Introduced mutations were confirmed by sequencing
and disruption of the binding sites was validated with the TFSEARCH
(http://molsunl.cbrc.aist.go.ip/research/db/TFSEARCH.html) and TESS

(http://www.cbil upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) softwares.

Production of transgenic mice

The microinjected Hoxab/lacZ and hsp68lacZpA fragments were obtained by a
Sall+Notl digestion and an Xhol+Xbal digestion, respectively, to eliminate plasmid
sequences. Transgene microinjection into fertilized eggs from C57BL/6 X CBA F1 hybrid
intercrosses were done according to standard procedures [37]. Transgenic founder embryos
were recovered from foster mothers, genotyped by Southern analysis of yolk sac DNA
using a lacZ specific probe to assess the integrity of the microinjected construct, and
analyzed for lacZ expression by B-galactosidase staining. Permanent mouse lines were also

obtained for construct 1 and genotyped with tail DNA [31].

Mice, genotyping, tissue collection, histology, immunohistochemistry (IHC) and [3-
galactosidase staining
To assess the effect of YY1 on Hoxa5 expression, mutant mouse lines for the

YyI"%and YyI7o alleles were used (provided by Y. Shi) [38]. For the mesenchymal

]Cre ]Cre

ablation of Yy/, we used Dermo mice provided by D. Ornitz [39]. Dermo mice
express the Cre recombinase protein from the endogenous Dermol (Twist2) locus.

Yy 111 Dermo 179 mice were generated by matings between Yy/1°* Dermol”™ and
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Yy 11X mice.

Age of the embryos was estimated by considering the morning of the day of the

vaginal plug as embryonic (E) day 0.5. Experimental specimens were genotyped by

Southern blot and PCR analyses. Organs were collected from E13.5, E15.5 and E18.5

Table 2.1: Oligonucleotide sequences

Fragment

Sequence (5'-3")

| Amplicon (bp)

A) Mutagenesis

259-bp Xbal-BssHIL

F-GCGCAAAGTCCAAGGCCGIGGTGCACTT

46

(mMRARE) CTAGTCGGCGCGTTCTAA
259-bp Xbal-BssHIl | F-GACCCTGTCGGCCGCCCAGGGC 22
(mYY1)
163-bp Ncol-Sacl F-CAGTACCCTGTCACCCTGTCGG 22
(mYY1)

B) EMSA on the 259-bp Xbal-BssHII DNA fragment (C3)

Oligo RARE F-GCGCAAAGTCCAAGGCCGAGGTGAACTT 46
CAGGTCAGCGCGTTCTAA

Oligo mRARE F-GCGCAAAGTCCAAGGCCGTGGTGCACTT 16
CTAGTCGGCGCGTTCTAA

Fragment A F-CTAGAGAAGTGTTTGAGATAG 85
R-CATTATGGGATGTATTGACTG

Fragment B F-CAGTCAATACATCCCATAATG 104
R-CAGTGTCTTTTAGAGAGCTGG

Fragment C F-CCAGCTCTCTAAAAGACACTG 110
R-CCCTCACCAGCCGACATTTTC

Oligo C1 F-CCCAGCTCTCTAAAAGACACTGTATAGA 41
CCTTTTAGAAGCG

Oligo C2 F-AAGCGCAAAGTCCAAGGCCGAGGTGAACT 40
TCAGGTCAGCG

Oligo C3 F-CAGCGCGTCTAACAAATATGAAAATGTC 44
GGCTGGTGAGGGCGCG

Oligo C3(m1) F-GCTATATTATAACAAATATGAAAATGTC 44
GGCTGGTGAGGGCGCG

Oligo C3(m2) F-CAGCGCGTCGCCACCCGCTGAAAATGTC 44
GGCTGGTGAGGGCGCG

Oligo C3(m3) F-CAGCGCGTCTAACAAATAGTCCCCGTGC 44
GGCTGGTGAGGGCGCG

Oligo C3(md) F-CAGCGCGTCTAACAAATATGAAAATGTA 44
TTAGTTGTAGGGCGCG

Oligo C3(m5) F-CAGCGCGTCTAACAAATATGAAAATGTC 44
GGCTGGTGCTCTATAC

Oligo-18(C3) F-TGAAAATGTCGGCTGGTG 18

Oligo C3(mYY1) F- TCAGCGCGTCTAACAAATATGACCCTGTC 45
GGCCGCCCAGGGCGCG

Oligo C3(m1YY1) F-TCAGCGCGTCTAACAAATATGACCCTGTC 45
GGCTGGTGAGGGCGCG

Oligo C3(m2YY1)

F-TCAGCGCGTCTAACAAATATGAAAATGTC
GGCCGCCCAGGGCGCG

45
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Consensus YY1

F-GGGGATCAGGGTCTCCATTITTGAAGCGG
GATCTCCC

36

C) EMSA on the 433-bp MefI-Sacl DNA fragment (G3)

Oligo G1 F-CATGGGATTTTTGCTATGGCTTGCTTGCA 45
AAGGGAGGCTGTGGAA

Oligo G2 F-TGGAAGGTTCAGGAAAGGTACTGAGATT 45
GTTTATTACAGCCATAA

Oligo G3 F-CATAAATCTTGCAGTAAAATGTCAAAAT 45
GTCGGTGTGTGAGATAA

Oligo G4 F-GATAACACTTGGTGGTCCTGGCTCCGTTT 47
GTGTTTATGATAGGAGCT

Oligo G3(ml) F-GCGCCCCAGTGCAGTAAAATGTCAAAAT 45
GTCGGTGTGTGAGATAA

Oligo G3(m2) F-CATAAATCTGTACTGCCGATGTCAAAAT 45
GTCGGTGTGTGAGATAA

Oligo G3(m3) F-CATAAATCTTGCAGTAAAGGTAAGTCCT 45
GTCGGTGTGTGAGATAA

Oligo G3(m4) F- CATAAATCTTGCAGTAAAATGTCAAAACTGA 45
TTGTGGTGAGATAA

Oligo G3(m5) F-CATAAATCTTGCAGTAAAATGTCAAAAT 45
GTCGGTGTTGTGTCGCC

Oligo-18(G3) F-ATGTCAAAATGTCGGTGT 18

Oligo G3(mYY1) F-CATAAATCTTGCAGTACCCTGTCACCCTG 45
TCGGTGTGTGAGATAA

Oligo G3 (m1YY1) F-CATAAATCTTGCAGTACCCTGTCAAAATG 45
TCGGTGTGTGAGATAA

Oligo G3 (m2YY1) F-CATAAATCTTGCAGTAAAATGTCACCCTG 45
TCGGTGTGTGAGATAA

D) ChIP

C3 F-ACTTCAGGTCAGCGCGTCTAACAA 161
R-CACTTGAATGCAACCCTGTCCCAA

G3 F-TTGCTATGGCTTGCTTGCAAAGGG 173
R-CCTGTAACACGTCTTTGAGCTCCT

Ctl locus F-TGAAGTGTGAAGGTGCAGCAAACG 140
R-AAAGGTGAGACCTTGCAGAGCAGA

Sfis10 F-TTTCTCCGCTTCACCCTTGGA 175
R-AACGGTATCTTCTTTCGCCGTTGGA

Rcor3 F-GTCTCAGCTGAAGGAATTTGGCCT 157
R-GCCATCCTCATAGCTCCTGTCAAA

E) qRT-PCR

Hoxa4 F-CGCCGTCAACTCCAGTTAT 95
R-AGTGGAATTCCTTCTCCAGTTC

Hoxa5 F-CCCAGATCTACCCTGGATG 173
R-GGCATGAGCTATTTCGATCCT

Rpl19 F-GATCATCCGCAAGCCTGTGA 122
R-GCATCCGAGCATTGGCAGTA

Scghlal F-AAGCCTCCAACCTCTACCATG 85
R-ATGTCCGAAGAAGCTGAGCTG

Tla F-TGGCAAGGCACCTCTGGTA 70
R-GGTGGACAGTTCCTCTAAGGGA

Yyl F-CATGTGGTCCTCGGATGAAA 117

R- GGGAGTTTCTTGCCTGTCATA
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wild-type (wt), Hoxab/lacZ transgenic and mutant embryos. For RNA extraction, tissues
were snap-frozen in N2. For histology and immunostaining, tissues were fixed in 4% ice-
cold paraformaldehyde (PFA), paraffin-embedded and sectioned at 4um [40]. Organ
sections were stained according to standard hematoxylin and eosin procedure for
morphology analysis. Immunohistochemistry was performed as described [11]. The
primary antibodies used were a goat antibody against CC10 (1/500; gift for Dr. G. Singh),
a syrian hamster antibody against podoplanin (T1c; 1/75; DSHB), and a rabbit antibody
against YY1 (1/500; Santa Cruz Biotechnology). The biotinylated secondary antibodies
used were a goat anti-rabbit antibody (1/300; Vector Laboratories), a swine anti-goat
antibody (1/300; Cedarlane), and a goat anti-syrian hamster antibody (1/300; Jackson

Immuno Research).

For whole-mount detection of B-galactosidase activity, E8.5 to E13.5 entire
embryos and dissected organs from E13.5 embryos were fixed in ice-cold 0.25%
glutaraldehyde in PBS for 15 min to one hr according to the age and/or size of the sample.
Detection of B-galactosidase activity was performed as described [31]. In parallel, organs
from E13.5 embryos were fixed one hr in ice-cold 4% PFA, 0.2% glutaraldehyde in PBS,
put overnight in a 30% sucrose solution in 0. 1M phosphate buffer pH8.0, and embedded in
tissue freezing medium (Triangle Biomedical Sciences, Inc.). Ten pm cryosections were

processed for lacZ expression and counterstained with nuclear Fast Red [41].

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) and supershift assay

Whole cell extracts (WCE) were prepared from organs (lung, stomach and
intestine) of E13.5 wt mouse embryos as described [19, 32]. The expression vector
pCDNAI-YY1 (provided by G. Blanck) was used with the TnT7 Quick coupled
transcription-translation system (Promega) to produce in vitro YY1 protein that was
analyzed on sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. Both WCE and
YY1 protein were tested in EMSA.

The 259-bp Xbal-BssHII and the 433-bp Mefl-Sacl DNA fragments were
radiolabelled from digested plasmids with the Klenow fragment and purified on a G-50

Sephadex column. These DNA probes were separated on non-denaturating 6%
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polyacrylamide (29:1) gels, from which bands of interest were cut and electroeluated.
Binding reactions containing 0.5 to 2ng of probe (2,000 cpm), Sug of WCE, 1ug of poly(dI-
dC), and 10ug of BSA were prepared in SmM Hepes pH7.9, 10% glycerol, 25mM KCl,
0.05mM EDTA and 0.125mM PMSF. Samples were equilibrated for 10 min at room
temperature and separated by electrophoresis through a 6% polyacrylamide (29:1) gel
prepared in 0.25X Tris-borate-EDTA buffer. Binding specificity was assessed by addition
of a 100-fold excess of unlabelled probe or competitor prior to addition of the radiolabelled

probe.

Oligonucleotides were also used to generate radiolabelled probes and cold
competitors (Table 1B-C). Radiolabelling was achieved with the T4 polynucleotide kinase
(NEB). Binding reactions using these probes contained 0.5 to 2ng (50,000 cpm), 2ul of
YY1 protein produced in vitro or Sug of WCE, 1ug of poly(dI-dC), and 10ug of BSA
(NEB) prepared in 15mM Hepes pH7.9, SO0mM Nacl, 80 uM ZnCl2, 800uM dithiothreitol,
0.5% NP-40, 2mM MgCl2, and 3% Ficoll. Samples were equilibrated for 5 min at room
temperature. In supershift assays, 2ug of YY1 antibody was added for an additional 15
min. Reaction products were separated by electrophoresis through a 6% polyacrylamide
(29:1) gel prepared in 0.25X Tris-borate-EDTA and 2.5% glycerol buffer. Binding
specificity was validated using only rabbit reticulocyte extract as negative control. The
supershift specificity was assessed using as negative control a CDX2 antibody (provided

by D. Lohnes).

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays

Lung and stomach from E13.5 wt embryos were collected separately and
mechanically disrupted to produce a single cell suspension prior cross-linking with 1%
formaldehyde in PBS for 15 min at room temperature. Cross-linking was stopped by adding
glycine to a final concentration of 0.125M. Extracts were then disrupted into crude lysates
in 2ml of swelling buffer (SmM Pipes pH8.0, 85SmM KCI, 1% NP-40 and protease
inhibitors), equilibrated 20 min on ice, and centrifuged for 5 min at 3000 rpm at 4°C. The
pellets were eluted in 1ml of nuclear lysis buffer (50mM Tris-HCI pHS8.0, 10mM EDTA,
1% SDS) and protease inhibitors (Complete Mini-EDTA-free; Roche Diagnostics) and

submitted to two successive rounds of sonication using a Bioruptor (Diagenode) for a total
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of 10 cycles of a 30-sec pulse interrupted by a 30-sec pause at the highest setting in order
to obtain an average DNA size of 300-600-bp. One hundred pg of fragmented chromatin
was incubated overnight at 4°C with Dynabeads linked to protein G (Invitrogen) and 2ug
of rabbit anti-Y'Y1 antibody, rabbit anti-H3 antibody (ab1791; Abcam), or control rabbit
IgG (5c2027; Santa Cruz Biotechnology). Immunocomplexes were washed three times
respectively with 0.5ml of low salt immune complex wash buffer (0.1% SDS, 1% Triton
X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH8.0, 150mM NaCl), high salt immune complex
wash buffer (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH8.0, 500mM
NaCl) and LiCl immune complex wash buffer (0.25M LiCl, 1% IGEPAL-CA630, 1%
deoxycholic acid (sodium salt), ImM EDTA, 10mM Tris-HCI pH8.0). A final wash in
0.5ml of TE buffer (10mM Tris-HCI pH8.0, ImM EDTA) was followed by centrifugation
at 3000 rpm at 4°C for 2 min. Protein-DNA complexes were eluted by adding 100ul of
elution buffer (1% SDS, SO0mMTris pH8.0, 10mM EDTA) and then equilibrated at 65°C
for 15 min. Cross-links were reversed by adding 200mM NaCl and equilibrated at 65°C
overnight. DNA fragments were purified using a QIAquick gel extraction kit (Qiagen) after
a two hr treatment with RNase followed by a two hr treatment with proteinase K. qPCR
analyses were performed with specific primers listed in Table 1D. The values for the
samples immunoprecipitated by anti-Y'Y 1, anti-histone H3 and control IgG were recorded
as the percentage relative to input. ChIP results were confirmed by three independent
experiments and qPCR was performed in triplicate for each sample. The ChIP efficiency
was calculated by dividing the amount of PCR product obtained with the
immunoprecipitated DNA by the amount obtained with the input DNA, as described in ref.
[42].

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) experiments

Total RNA was isolated from lungs of E18.5 embryos. RNA extraction, cDNA
synthesis and qRT-PCR were performed as described [41]. Samples were analyzed in
triplicate. The Rp//9 gene was used as control. Eight specimens were used for each

genotype tested. Primer sequences are listed in Table 1E.
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Statistical analyses
Student's 7 test was performed for gene expression and ChIP studies. A significance

level inferior to 5% (p < 0.05) was considered statistically significant.

RESULTS

A 14.5-kb genomic fragment recapitulates the spatio-temporal expression from the
Hoxa$5 proximal promoter

We have previously shown that the 11.1-kb Hoxa5 genomic region located between
positions -3767-bp and +7188-bp (relative to Hoxad transcription start site (TSS))
reproduced the temporal expression and substantially reconstituted the spatial profile of
Hoxa5 gene. However, it did not recapitulate the correct expression in the central nervous
system (CNS) and in developing organs, indicating that additional sequences were required
[31]. A 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment located in Hoxa4-Hoxal intergenic sequences at
~3.0-kb upstream the Hoxa4 gene (positions +9351-bp to +10816-bp) was able to target
Hoxa35 expression in lung and stomach [33]. To assess if a DNA region encompassing the
Hoxa5 regulatory sequences identified can recapitulate Hoxad expression from the
proximal promoter, a 14.5-kb Hoxa5/lacZ transgene (positions -2128-bp to +12384-bp)
was tested (Construct 1; Fig. 2.1A-B). As reported for the 11.1-kb Hoxa5/lacZ transgene,
the onset of expression of construct 1 was ~E8.0-8.25, corresponding to that of Hoxas
endogenous expression (not shown) [31, 43]. At E8.5, staining was mainly detected in the
foregut region and in somites 5 to 8, consistent with the Hoxa3 expression domain in the
mesoderm along the A-P axis at this age (Fig. 2.1C) [31]. At E9.5-10.5, transgene
expression extended more caudally along the axis and appeared in limb buds (Fig. 2.1D-
E). At E12.5-13.5, staining was detected along the neural tube with an anterior boundary
in the posterior hindbrain corresponding to the limit of Hoxa5 endogenous expression in
CNS. No staining was seen in the most caudal part of the embryo, which expressed the
larger Hoxa5 transcripts from the distal promoters (Fig. 2.1F-G) [12]. Construct 1 directed
transgene expression in lung, stomach and intestine, and the staining was mainly restricted
to the mesenchymal layer as Hoxa5 endogenous expression (Fig. 2.1H-J). The Hoxa5

rostro-caudal gradient present in the developing stomach was reproduced with construct 1
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(Fig. 2.1J) [8]. lacZ staining was detected in the intestine, being stronger in the proximal
part of midgut and vanishing towards the hindgut (not shown). Thus, the 14.5-kb
Hoxa5/lacZ transgene contains regulatory sequences that largely reproduce the Hoxad

spatio-temporal expression driven by the Hoxa3 proximal promoter.

Hoxa$ organ-specific expression involves several regulatory sequences

To delineate the DNA regions involved in Hoxa5 organ-specific expression, we
analyzed shorter versions of the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region in E13.5 transgenic
embryos (Fig. 2.2A-B). Construct 2 (pLJ123) was used as control. It contains the BSC and
MES enhancer sequences. It also drives expression in forelimbs and spleen but not in lung
and gut (Fig. 2.2C, 1) [31, 33]. Insertion of the 3.7-kb Kpnl-Apal genomic fragment
downstream of pLJ123 reproduced the spatial profile of construct 1 at the same age
(construct 3; Fig. 2.2D, J). A similar result was obtained when the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA
fragment was inserted at the 3' end of pLJ123 indicating that the 1.5-kb sequence contained
the regulatory information necessary for proper Hoxa5 expression in organs (construct 4;
Fig. 2.2E, K). Histological analyses of stained organs from construct 4-positive embryos
revealed that expression was restricted to mesenchyme as seen with construct 1 (not
shown). To assess if the 1.5-kb DNA region possesses enhancer properties, we put it in
front of a Hoxad/lacZ minimal plasmid (construct 5) and of a heterologous hsp68/lacZ
plasmid (constructs 6, 7), both plasmids being unable to direct transgene expression on
their own [30, 32, 36]. Construct 5 targeted a strong transgene expression in organs and
CNS reinforcing the notion that tissue-specific sequences for these structures were present
in the 1.5-kb sequence (Fig. 2.2F, L). In contrast, when tested in the hsp68/lacZ context,
faint or no organ expression was observed while CNS expression was reproduced (Fig.
2.2G-H, M-N). Thus, the 1.5-kb Xbal-Xbal region encloses several Hoxa3 regulatory
elements including a CNS-specific enhancer that directs the appropriate limit of expression
in the posterior hindbrain regardless of the promoter used, and an organ-specific sequence

that requires a Hoxa5 minimal environment for effectiveness.

To narrow down the organ-specific regulatory sequences, a deletion analysis was
undertaken (Fig. 2.3). A 1.0-kb Xbal-Sacl fragment (construct 8) targeted organ and CNS
expression similarly to construct 4 suggesting that the 455-bp located at the 3' end of the
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Figure 2.1. B-galactosidase expression profile of construct 1 during embryogenesis

(A) Partial restriction map of the Hoxa4-Hoxa6 genomic region. Black boxes represent
homeoboxes, shaded boxes correspond to translated regions, and white boxes indicate
transcribed regions. The arrow shows TSS from the Hoxa5 proximal promoter. (B)
Diagram of the Hoxa5/lacZ construct 1 (also named pLJ272) and summary of transgenic
expression analysis at E13.5. The first column presents the number of lacZ-expressing FO
embryos out of the total number of FO transgenic embryos generated. The number of
positively stained embryos for each structure listed is indicated. A, Accl, Ap, Apal; Bh,
BssHIIL;, RI, EcoRI;, H, Hindlll;, K, Kpnl, Xb, Xbal; Xh, Xhol. (C-G) Representative
transgenic embryos stained for B-galactosidase activity showed the expression pattern of
construct 1 during development. Black arrowheads indicate the anterior limit of transgene
expression in paraxial mesoderm at somite 5 and prevertebra 3. Open arrowheads point the
anterior limit of transgene expression in the neural tube. (H) Whole-mount organs from
E13.5 transgenic embryos showed B-galactosidase activity in lung, stomach and intestine.
(I-J) Histological sections of lung and stomach, respectively, from E13.5 transgenic
embryos stained for B-galactosidase activity. The inset in I shows that expression was
restricted to mesenchyme. Black arrow in J shows the gradient of expression of the
transgene in the developing stomach. ¢, caudal; e, epithelium; h, heart; 1, intestine; 1, lung;

m, mesenchyme; nt, neural tube; pv, prevertebrae; r, rostral; s, stomach. Scale bar: 100um.
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Figure 2.2. Characterization of the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region in E13.5 FO0
transgenic mouse embryos

(A) Schematic representation of the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment in the Hoxa4-Hoxa6
genomic region. (B) Diagram of the HoxaS/lacZ constructs used to generate E13.5 FO
transgenic embryos and summary of transgenic expression analyses. A, Accl; Ap, Apal,
Bh, BssHIIL;, Bm, Bsml, R1, EcoRI; H, Hindlll, K, Kpnl; Mf, Mfel; Nc, Ncol; Sc, Sacl; Xb,
Xbal, Xh, Xhol. (C-H) Carcass of representative E13.5 transgenic embryos and the
associated organs (I-N) stained for B-galactosidase activity showed the effects of the
different deletions on the expression pattern. Open arrowheads point the anterior limit of
transgene expression in the neural tube. The number in the lower left corner of each panel
corresponds to the transgene. h, heart; i, intestine; 1, lung; nt, neural tube; pv, prevertebrae;

s, stomach; sp, spleen.



Hoxab HoanR | Hoxad
Rl RI
- 3L e S H RIRL K XgBh Xb A
T _ \
Xy Bh Bm M Ne se X6
+8351 +10816
1'@‘9
B " Expression
# ? lacZ / # Tg WITF
A H H
2(pLJ123) L - s 7M1 7 7000
lacZ
A X H Ho\K XpBh  Xp Ap ,
3(pLJ155) b = - e i, 820 8 8887
lacZ
A Xh H H AXbBh  Xb ‘
4(pLJ160) 1480 L L ﬂs).:;::szm +10816 1112 n1999
lacZ
X
LJ172) %8h_ XpAXh
5(p )+9351 +10816 -235 +2851 416 4 n 4 4 4
6 (pLJ424) Xp__BhXyleey s 510 5 000 2
+10816 +9351
Xb Bh Xb hsp68 lacZ
7(pLJ516) 5/11 50111
H <

131



Figure 2.3. Characterization of the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment in E13.5 FO
transgenic mouse embryos

(A) Schematic representation of the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment in the Hoxa4-Hoxa6
genomic region. (B) Diagram of the HoxaS/lacZ constructs used to generate E13.5 FO
transgenic embryos and summary of transgenic expression analyses. (C-F) Carcass of
representative E13.5 transgenic embryos and the associated organs (G-J) stained for B-
galactosidase activity showed the effects of the different deletions on the expression
pattern. Open arrowhead points the anterior limit of transgene expression in the neural

tube. 1, intestine; 1, lung; nt, neural tube; pv, prevertebrae; s, stomach; sp, spleen.



Hoxa6 Hoxa5 Hoxa4
- m e -:F-" H H RI R K XpBh  Xb A
mb V / \
Xb Bh Bm Mf Nc  Sc Xb
+9351 +10816
100bp
& Expression
# lacz lacZV# Tg nEpvT s T
A X H B s
8(pLJ307) -1480 .: +4935 +9351 +10361 8I15 8 8 5 6 6
lacZ
A Xh H HASc Xb
9(pLJ292) 1480 N +4935 +10361+10816 57 53122
lacZ
A Xh H H_AXb Bh
10 (pLJ173) 1480 LU +4935+9351+9610 5/5 55132
lacZ
A Xh H HABh  Xb
11(pLJ252) 1450 - +493Q€10 +10816 47 4 4444
C D E F —

4

133



Xbal-Xbal sequence were not necessary (Fig. 2.3C, G). This was confirmed with construct
9 containing the 455-bp Sacl-Xbal sequence. The expression profile of construct 9 was
identical to that of construct 2 demonstrating the lack of regulatory activity in the 455-bp
sequence (Fig. 2.3D, H). Additional deletion of sequences at the 3' end of the Xbal-Xbal
sequence showed that the 259-bp Xbal-BssHII fragment (construct 10) directed expression
in the stomach and intestine in few specimens but did not reproduce the anterior boundary
in the hindbrain and the lung expression, suggesting the loss of tissue-specific elements
(Fig. 2.3E, I). The reverse construct carrying the 1.2-kb BssHII-Xbal sequence (construct
11) targeted organ expression as construct 4. However, expression in CNS was not entirely
recovered suggesting that neural-specific sequences were spread along the 1.0-kb Xbal-

Sacl region (Fig. 2.3F, J).

X-Gal staining in organs was similar in transgenic embryos carrying constructs 4,
8 and 11, suggesting that organ tissue-specific sequences were included into the 751-bp
BssHII-Sacl region. This was confirmed with construct 12 that showed expression in the
respiratory and digestive tracts (Fig. 2.4B-C, H). Interestingly, when linked to the
heterologous hsp68/lacZ plasmid, the 751-bp BssHII-Sacl region targeted expression in
organs in contrast to what was seen with constructs 6 and 7, suggesting the presence of
repressive sequences in the 259-bp Xbal-BssHII and/or in the 455-bp Sacl-Xbal DNA
fragments (construct 13; Fig. 2.4D, I). Thus, the 751-bp BssHII-Sacl fragment contains

enhancer sequences that direct organ-specific expression.

Further deletions were performed. The 588-bp BssHII-Ncol sequence in construct
14 did not correctly reproduce the staining in organs pinpointing toward the 163-bp Ncol-
Sacl sequence as the one carrying the organ-specific enhancer (Fig. 2.4E, J). This was
confirmed with the Ncol-Sacl sequence in construct 15, which showed organ expression in
transgenic embryos (Fig. 2.4F, K). A similar result was observed when the Ncol-Sacl
sequence was tested with the heterologous hsp68/lacZ plasmid (construct 16; Fig. 2.4G,
L). Thus, organ-specific regulatory elements appear to be dispersed along the 1.5-kb Xbal-
Xbal region, some located in the 259-bp Xbal-BssHII fragment, others in the 163-bp Ncol-

Sacl sequence.
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The RARE sequence is not necessary for Hoxa5 organ-specific expression

To gain insight into the critical DNA sequences involved in organ-specific
expression, we investigated whether the 259-bp Xbal-BssHII and 163-bp Ncol-Sacl DNA
regions contain binding sites for putative transcriptional regulators. The Xbal-BssHII
fragment includes a previously identified RARE-DRS required for Hoxa4 RA-
responsiveness in CNS and for Hoxa4 lung and stomach expression (Fig. 2.5A) [44].
Genomic sequence comparison with the zebrafish HoxAa cluster also revealed that this
RARE was part of a DNA region of high homology (>70%) spanning ~100-bp, suggesting
the presence of evolutionary conserved regulatory elements (not shown) [45]. To define if
the RARE sequence was involved in Hoxa5 regulation during organogenesis, we
performed EMSA with WCE from lung, stomach and intestine of E13.5 mouse embryos
and a 259-bp Xbal-BssHII radiolabelled probe. Binding was observed and the specificity
was confirmed by competition with a 100-fold excess of unlabelled probe. However,
competition was also detected when the RARE site was mutated (Fig. 2.5B, lanes 1-4).
Moreover, no competition occurred with oligos containing wt or a mutated version of the

RARE (Fig. 2.5B, lanes 5-6).

We assessed the RARE regulatory activity in E13.5 Hoxa5/lacZ transgenic
embryos by mutating the RARE sequence in the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment
(construct 17) and in the 259-bp Xbal-BssHII fragment (construct 18; Fig. 6B). Except for
the CNS anterior boundary that was not reproduced, construct 17 targeted transgene
expression in lung, stomach and intestine similarly as construct 4 (Fig. 2.6C, I). Likewise,
construct 18 presented a comparable staining pattern than construct 10 with expression in
the stomach and intestine but not in lung (Fig. 2.6D, J). Thus, the RARE sequence, found
to be necessary to drive Hoxa4 expression in embryonic lung and gut, does not play a key

role in Hoxa5 organ expression at E13.5.
The YY1 transcription factor binds to Hoxa5 organ-specific regulatory DNA regions

To identify which DNA region from the Xbal-BssHII radiolabelled probe bound
proteins in WCE from organs of E13.5 embryos, the 259-bp sequence was divided into
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Figure 2.4. Characterization of the 751-bp BssHII-Sacl DNA fragment in E13.5 FO
transgenic mouse embryos

(A) Schematic representation of the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment in the Hoxa4-Hoxa6
genomic region. (B) Diagram of the HoxaS/lacZ constructs used to generate E13.5 FO
transgenic embryos and summary of transgenic expression analyses. (C-G) Carcass of
representative E13.5 transgenic embryos and the associated organs (H-L) stained for B-
galactosidase activity showed the effects of the different deletions on the expression

pattern. 1, intestine; I, lung; nt, neural tube; pv, prevertebrae; s, stomach.
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Figure 2.5. Characterization of the 259-bp Xbal-BssHII DNA fragment by EMSA

(A) Restriction map of the 1.5-kb Xbal-Xbal sequence extending from +9.3-kb to +10.8-
kb in the 3' half of the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region. The box denotes the location of the
259-bp Xbal-BssHII regulatory region. Sequence of the 259-bp Xbal-BssHII DNA
fragment is indicated. Fragments A, B and C used as competitor in EMSA are underlined.
Fragment C was further subdivided into Oligos C1, C2, C3 and Oligo RARE and Oligo-
18(C3). Boxed nucleotides correspond to RARE-DRS sequence and YY1 binding sites.
Symbols * and @ indicate point mutations into RARE and YY1 binding sites, respectively
(see Table 1B for nucleotide sequences). (B) EMSA with WCE from
lung/stomach/intestine of E13.5 embryos and the 259-bp Xbal-BssHII radiolabelled probe
in presence of unlabelled competitors in 100-fold excess showed that protein binding
occurred with the Oligo-18(C3) fragment via YY1 binding sites (lanes 9, 12, 18-19). No
binding with the RARE site was observed (lanes 4-6). EMSA with in vifro-translated YY1
protein and the 259-bp Xbal-BssHII probe showed specific binding that was competed by
Oligo C3 (lanes 21-24). (C) The binding of WCE with YY1 consensus binding site and the
loss of binding when the YY1 antibody was added confirmed the presence of YY1 protein
in WCE (lanes 1-5). (D) EMSA with WCE and Oligo C3 radiolabelled probe showed
binding that was competed by an excess of cold Oligo C3, Oligo-18(C3) sequence, the
YY1 consensus sequence, localized mutations in YY1 sites, and the addition of the YY1-
specific antibody (lanes 1-4, 6-9). No competition occurred when a non-specific probe was
used (Oligo C2), when several mutations were distributed along the YY1 binding sites in
Oligo C3 or when the CDX2 control antibody was used (lanes 5, 10-11). Arrows and
brackets indicate the bands corresponding to YY1 binding. COMP, competitor; r. lysate,

reticulocyte lysate.
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Figure 2.6. Characterization of the RARE and YY1 binding sites in E13.5 FO
transgenic mouse embryos

(A) Schematic representation of the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment in the Hoxa4-Hoxa6
genomic region. (B) Diagram of the HoxaS/lacZ constructs used to generate E13.5 FO
transgenic embryos and summary of transgenic expression analyses. The asterisks in
constructs 17-18 and the (@ symbols in constructs 19-22 correspond to mutations in the
RARE and YY1 binding sites, respectively. (C-H) Carcass of representative E13.5
transgenic embryos and the associated organs (I-N) stained for B-galactosidase activity
showed the effects of the mutations on the expression pattern. Open arrowhead points the
anterior limit of transgene expression in the neural tube. 1, intestine; 1, lung; nt, neural tube;

pv, prevertebrae; s, stomach.
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three fragments (A to C) used as competitors. Only fragment C competed binding with the
Xbal-BssHII probe (Fig. 2.5B, lanes 7-9). Moreover, only the 45-bp Oligo C3 located at
the 3' end of fragment C could compete binding with the Xbal-BssHII probe (Fig. 2.5B,
lanes 10-12). Using a linker scanning approach, we found that an 18-bp sequence in Oligo
C3 (Oligo-18(C3)) was responsible for the binding (Fig. 2.5B, lanes 13-18). Sequence
comparison with the TFSEARCH and TESS databases revealed YY1 binding sites in
Oligo-18(C3). Mutations of the YY1 sites in Oligo C3 impaired its capacity to compete
with the Xbal-BssHII probe (Fig. 2.5B, lane 19). To further establish that YY1 can bind
the Xbal-BssHII fragment, we used a murine YY1 protein produced in vitro. Binding
specificity to the Xbal-BssHII probe was confirmed and competition with Oligo C3 caused
YY1 protein binding inhibition (Fig. 2.5B, lanes 20-24).

We then verified that our WCE contained YY1 protein by performing supershift
assays. The specificity of the YY1 antibody was validated by testing an YY1 consensus
sequence with WCE [28]. Addition of the YY1 antibody specifically resulted in the loss of
DNA-protein complexes (Fig. 2.5C). A CDX2 antibody was used as negative control. In
parallel, we tested the Oligo C3 sequence with WCE in EMSA. Binding was observed and
it was competed by an excess of cold Oligo C3, Oligo-18(C3) and the YY1 consensus
sequence (Fig. 2.5D, lanes 1-4, 8). No competition was observed when a non-specific probe
was used (Oligo C2) or when several mutations distributed along the YY1 binding sites
were inserted into Oligo C3 (Fig. 2.5D, lanes 5, 11). Presence of localized mutations in
YY1 sites allowed competition to happen (Fig. 2.5D, lanes 6-7). Supershift assays were
also performed with the YY 1-specific antibody and the CDX2 control antibody. Only the
addition of the YY1 antibody led to the loss of Oligo C3-protein complexes (Fig. 2.5D,
lanes 9-10). Thus, the YY1 protein present in WCE from organs of E13.5 mouse embryos
specifically binds a site located at the 3' end of the 259-bp Xbal-BssHII fragment.

A similar systematic approach was applied to decipher the regulatory elements of
the 163-bp Ncol-Sacl sequence. EMSAs combining the 433-bp Mfel-Sacl radiolabelled
probe with WCE demonstrated specific binding with the 163-bp Ncol-Sacl portion (Fig.
2.7B, lanes 1-5). The latter was further divided into four oligos, leading to the identification
of the 45-bp Oligo G3 as the binding sequence. Using the linker scanning approach, an 18-
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bp sequence in oligo G3 (Oligo-18(G3)) was found to be necessary for protein binding
(Fig. 2.7B, lanes 6-15). Sequence comparisons with databases revealed YY1 binding sites
in Oligo-18(G3), which when mutated in Oligo G3 impaired its capacity to compete protein
binding with the 433-bp Mfel-Sacl sequence as the non-specific BssHII-Bsml competitor
(Fig. 2.7B, lanes 16-17). We also tested the Oligo G3 sequence with WCE, the YY1-
specific antibody and various competitors and we confirmed that the YY1 protein present
in WCE from organs of E13.5 mouse embryos can specifically bind the 163-bp Ncol-Sacl
sequence (Fig. 2.7C; lanes 1-11).

Functional YY1 binding sites are involved in Hoxa3 organ-specific expression

To establish whether the YY1 binding sites identified in the 259-bp Xbal-BssHII
and 163-bp Ncol-Sacl DNA regions are effective in vivo, a ChIP assay was performed on
cross-linked chromatin isolated from either lung or stomach of E13.5 wt mouse embryos.
DNA from the immunoprecipitate was subjected to qPCR analyses with specific primers
for the 259-bp Xbal-BssHII and 163-bp Ncol-Sacl sequences, for a reported YY1 target
gene used as positive control (Srfs/0), and a known YY1 negative control (Rcor3) [46]. A
downstream region located at 15-kb of Hoxa5 TSS and devoid of YY1 binding sites was
used as a negative control for the locus. In lung and stomach, YY1 was recruited to Hoxa5
C3 and G3 regulatory sequences and to the positive Srfs/0 control whereas no binding was
observed with the Rcor3 and Hoxa5 locus negative controls (Fig. 2.8; not shown). Thus,

YY1 can bind to Hoxa5 organ-specific regulatory DNA regions both in vitro and in vivo.

We then assessed the contribution of the YY1 binding sites to Hoxa5 organ
expression in E13.5 transgenic embryos. Construct 19, which contained mutations in the
YY1 binding sites of the Xbal-BssHII and the Ncol-Sacl regions, correctly directed
expression in the CNS as construct 4, while no organ expression was detected (Fig. 2.6E,
K). Similarly, mutations of the YY1 binding sites in the Xbal-BssHII sequence in construct
20 and in the Ncol-Sacl sequence in construct 21 caused a loss of organ expression when
compared to constructs 10 and 15, respectively (Fig. 2.6F-G, L-M). A comparable result
was observed when the Ncol-Sacl sequence with mutated YY1 sites was tested in front of
the heterologous Asp68/lacZ plasmid (construct 22; Fig. 2.6H, N). In summary, YY1 acts

as a positive regulator of Hoxa5 lung, stomach and intestine expression during
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Figure 2.7. Characterization of the 163-bp Ncol-Sacl DNA fragment by EMSA

(A) Restriction map of the 1.5-kb Xbal-Xbal sequence extending from +9.3-kb to +10.8-
kb in the 3' half of the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region. The box denotes the location of the
163-bp Ncol-Sacl regulatory region. Sequence of the 163-bp Ncol-Sacl DNA fragment is
indicated. Oligos G1, G2, G3, G4 and Oligo-18(G3) are underlined. Boxed nucleotides
correspond to YY1 binding sites. Symbols @ indicate point mutations into YY1 binding
sites (see Table 1C for nucleotide sequences). (B) EMSA with WCE from
lung/stomach/intestine of E13.5 embryos and the 433-bp Mfel-Sacl radiolabelled probe in
presence of unlabelled competitors in 100-fold excess showed that protein binding
occurred with the Oligo-18(G3) fragment via YY1 binding sites (lanes 8, 15-16). (C)
EMSA with WCE and Oligo G3 probe showed binding that was competed by an excess of
cold Oligo G3, Oligo-18(G3) sequence, the YY1 consensus sequence, localized mutations
in YY1 sites, and the addition of the YYl-specific antibody (lanes 1-4, 6-9). No
competition occurred when a non-specific probe was used (Oligo G2), when several
mutations were distributed along the YY1 binding sites in Oligo G3 or when the CDX2
control antibody was used (lanes 5, 10-11). Arrows and brackets indicate the bands

corresponding to YY1 binding. COMP, competitor.
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Figure 2.8. In vivo detection of YY1 protein binding to Oligo C3 and Oligo G3 regions
by ChIP analysis

(A) Schematic representation and position relative to the Hoxa5 TSS of the two YY1
binding sites in the Hoxa4-Hoxa35 intergenic region. The black circles represent the Oligo
C3 and Oligo G3 sequences identified by EMSA. The position of the gPCR fragments
corresponding to Oligo C3, Oligo G3 and a Hox control locus located 15-kb downstream
the Hoxa5 TSS that does not contain YY1 binding sites (ctl locus) is indicated. (B) ChIP
analysis of the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region in lungs from E13.5 mouse embryos.
Chromatin was immunoprecipitated with rabbit IgG (negative control), anti-YY 1 and anti-
histone H3 (for chromatin integrity control) antibodies. Recruitment of YY1 and histone
H3 on Oligo C3 and Oligo G3 sequences, a YY1 negative control (Rcor3), a YY1 positive
control (Sfrs/0), and the Hox control locus was evaluated by qPCR and is indicated as the
percentage of input. The data are mean + SEM of three independent experiments. *p<0.05,

**p<0.01.
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embryogenesis.

Inactivation of YyI function in mesenchyme impacts on lung formation and on Hox
gene expression

In mice, the complete loss of Yy/ gene function resulted in peri-implantation
lethality, while the phenotypes associated with the Yy/ conditional and hypomorphic
alleles revealed a critical gene dosage requirement for YY1 during embryogenesis [38, 47].
Indeed, Yy /19"~ mice express 25% of normal YY1 protein levels and a high percentage
of newborn pups die at birth from lung defects reminiscent to those observed in Hoxa5™"
mice [6, 38]. To assess in vivo the requirement of Yy/ gene function in Hoxad lung

expression, we generated Yy /10X

mouse embryos carrying the Hoxa5/lacZ construct 1
transgene. No change in /acZ expression pattern and Hoxa5 RNA levels was observed in
the lungs from E13.5 and E18.5 Yy tloxeo-pghoradlacZil empryos (not shown). The lack of

effect on Hoxa5 expression might result from the remaining 25% of Yy / expression.

As Hoxa) is specifically expressed in lung mesenchyme, we inactivated Yyl gene
function in the mesenchyme using the Dermol¢ deleter mouse line [35, 39]. No
Yy 111X Depmo 1797 animals were recovered at weaning and monitoring of litters showed
that all Yy/1¥1%Dermo 1™ pups were found dead at birth (Fig. 2.9A). At E18.5, the
distribution of genotypes was conformed to the expected mendelian ratio. Thus,

mesenchymal Yy/ deletion causes death at birth.

Comparative lung morphology of E18.5 embryos revealed that Yy /" Dermo1™*
and YyI"°" Dermol” ™ specimens presented a normal structure with dilated peripheral
lung saccules and thin mesenchyme. However, lungs from Yy/%¥1%Dermo 17 embryos
showed a collapsed appearance with narrow airspaces and thick mesenchyme similar to the
Hoxa5"" lung phenotype, a likely explanation for the neonatal lethality of Yy mutant pups
(Fig. 2.9B-E). We also assessed the impact of the mesenchymal Yy/ deletion on the
integrity of the airway epithelium by looking at the expression of cell specific markers by
gRT-PCR and IHC. A statistically decreased expression of the club cell (Clara cell) marker
CC10 (encoded by the Scgblal gene) was observed in lung specimens from E18.5
Yy 111X Dermo 17 embryos by qRT-PCR (Fig. 2.9Q). IHC analysis showed that the
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decreased CC10 staining paralleled that seen in Hoxa5"" specimens (Fig. 9F-I) [41]. As
well, expression of podoplanin (Tla), a marker of type I pneumocytes, which are
participating to gas exchanges with the underlying vascular endothelial cells, was
decreased in Yy/ mutant specimens similar to what was previously observed in Hoxa3™"
mutants (Fig. 2.9J-M, Q) [35]. Together, these results indicated that the Yy/ mesenchymal
deletion perturbed epithelial cell differentiation along the respiratory tract, a phenotype

reminiscent to that of Hoxa’ mutants.

We validated the specific inactivation of Yy/ in lung mesenchyme by IHC analysis.
AtE15.5 and E18.5, the YY1 protein showed ubiquitous expression in lung epithelial and
mesenchymal compartments from control embryos, whereas in Yy/1¥1XDermo/Cr
specimens, YY1 staining was greatly diminished in lung mesenchyme but unchanged in
the epithelium (Fig. 2.90-P; not shown). qPCR analysis confirmed the decreased Yy/
expression in lungs from E18.5 Yy /11 Dermo 1™ embryos (Fig. 2.9R). We also looked
at the impact of the Yy/ mesenchymal deletion on Hoxa5 and Hoxa4 lung expression as
the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment containing the YY1 binding sites was shown to be
necessary for Hoxa4 lung and gut expression [44]. qRT-PCR expression analysis revealed
significantly reduced Hoxa5 and Hoxa4 expression levels in lungs from EI18.5
Yy 1% Dermo 17 embryos, indicating that an integrated regulation of Hoxa4 and

Hoxa5 genes prevailed in lung expression through the sharing of YY1-responsive

sequences.

DISCUSSION

Our search for Hoxa5 transcriptional regulatory sequences led us to identify a 14.5-
kb genomic fragment (construct 1) encompassing the Hoxa5 gene and starting into the
homeobox of the 5' flanking Hoxa6 gene up to ~350-bp upstream of the Hoxa4 TSS. The
14.5-kb transgene reproduces the spatio-temporal expression directed by the Hoxas
proximal promoter by targeting /acZ expression to the brachial region of the CNS and to
the paraxial and lateral plate mesoderm at the cervico-thoracic level as reported for the

shorter version of 11.1-kb in length [31]. In addition, the 14.5-kb transgene recapitulates
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Figure 2.9. Analysis of the lung phenotype in Yp1"1XDermo 1Y€ mutants

(A) Ratios of genotypes of litters obtained from matings between Yy /1" Dermol"'“* and
Yy 1o¥IoX mice. (B-E) Comparative lung histology of E18.5 Yy/"*Dermol™",
Yy 11 Dermo 17, Yy 11 Dermo 17 and Hoxa5” embryos. Yy1"*Dermol™" and
Yy 11 Dermo "™ specimens presented a normal lung structure, whereas lungs from
Yy 11X X Dermo 17 and Hoxa3™" embryos were collapsed. (F-M) Characterization of the
respiratory epithelium of E18.5 Yy/M¥1%Dermo 17 embryos. (F-I) Detection of club
cells by CCI0 immunostaining showed decreased labelling in lungs from
Yy 111X Dermo 179 and Hoxa5™" specimens. (J-M) Immunostaining with Tio, a marker
of type I pneumocytes, was reduced in lungs from Yy/%¥1%Dermo17C and Hoxas™
embryos. (N-P) YY1 immunostaining showed ubiquitous YY1 expression in lung
epithelial and mesenchymal compartments in E15.5 control embryos, but an important
decreased staining in lung mesenchyme from Yy/1¥1%Dermol™C™ specimens. e,
epithelium; m, mesenchyme. Scale bar: 200um. (Q-S) qRT-PCR analysis for Scgblal,
Tia, Yyl, Hoxa5 and Hoxa4 expression in lungs from E18.5 Yy/""Dermol™" and
Yy 111X Dermo 17 embryos. Expression levels were significantly diminished for all
genes tested in Yy/T¥1%Dermo 17/C* specimens. Values are expressed as means = SEM.

*p<0.05, ¥*p<0.01, ***p<0.001.
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Hoxa5 expression in the mesenchymal compartment of the respiratory and digestive tracts,
the Hoxa rostro-caudal gradient in the stomach, and the anterior limit of Hoxa5 expression

in the CNS at the level of the floor of myencephalon [6-8, 31].

Hoxa5 expression in the developing neural tube is under the control of the BSC
enhancer, which directs expression in the brachial region of the spinal cord from E11 to
E13, a subset of the Hoxa5 endogenous pattern in the neural tube [30]. We now report that
sequences distributed in the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment replicate the anterior
expression domain of Hoxal in the neural tube. However, the onset of Hoxab expression
in the developing CNS up to E11 is not reproduced with the 14.5-kb transgene indicating
that additional sequences are required [31]. Moreover, mutation of the RARE site located
in the 1.5-kb Xbal-Xbal fragment causes a caudal shift of the anterior boundary in the CNS
suggesting that RA signaling is involved in the establishment of the correct Hoxas
expression domain in the neural tube as shown for other Hox genes [48-49]. Interestingly,
when tested in a Hoxa4 context, mutation of the RARE sequence did not impact on the
activation of Hoxa4 embryonic expression in the developing neural tube but it affects
Hoxa4 response to exogenous RA in the neural tube [44]. Thus, the Hoxa4 and Hoxas
genes share a RARE site that positively regulates their respective expression in the
developing CNS. This RARE sequence is highly conserved between Hox clusters and
between vertebrates. It was shown to possess neural enhancer activity for the Hoxd4 gene
[49-51]. In the HoxB cluster, the Hoxb5 distal RARE was found to regulate the anterior
expression boundary of 5' Hoxb genes in the posterior hindbrain raising the possibility that
the RARE site located in the 1.5-kb Xbal-Xbal fragment may play a similar evolutionarily

conserved role in the HoxA complex [23].

While the RARE site in the 1.5-kb Xbal-Xbal fragment appears important for
Hoxa35 expression in CNS, it is not required for Hoxa5 expression in the developing lung
and gut when tested in E13.5 transgenic embryos. In EMSA experiments with the 259-bp
Xbal-BssHII fragment, the lack of binding between the RARE sequence and WCE prepared
from lung, stomach and intestine of E13.5 mouse embryos further supports the absence of
a role for the RARE sequence in Hoxa5 organ expression. In contrast, Hoxa4 expression

in lung, gut and metanephros at the same embryonic age is dependent on the functional
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RARE, suggesting that the action of the RARE site is Hox promoter-specific [44]. We
cannot rule out the possibility that the RARE site may be functional in a time-dependent
manner regulating Hoxa5 lung and gut expression at earlier embryonic stages as suggested
by studies showing that RA deficiency negatively impacts on Hoxa5 expression in the
developing lung and stomach at E10.5 [52]. Another RARE located at the 3' end of the
human HOXA5 gene was shown to mediate RA responsiveness of the gene in breast cancer
cells [53]. This RARE site is conserved in the mouse genome at position +7.4-kb from the
Hoxa5 TSS. Even though our deletion studies did not identify the corresponding genomic
region to be involved in Hoxab gene regulation, we cannot exclude a role for this RARE

in Hoxa5 developmental expression.

Our combined approach of transgenesis and biochemistry revealed that YY1 is a
positive regulator of Hoxa5d gene expression in the developing respiratory and digestive
tracts, while it does not play a major role in CNS expression. YY1 is a multifunctional
zinc-finger-containing transcription factor, identified as the homolog of Drosophila
Pleiohomeotic (PHO) protein, the latter recruiting Polycomb group (PcG) proteins to
negatively regulate genes. YY1 plays crucial roles in numerous biological processes by
selectively initiating, activating or repressing transcription, depending upon promoter
contextual differences or specific protein interactions [54]. The role of YY1 in Hox gene
regulation is mainly associated with repression as shown for the Hoxb4, Hoxd4, HOXB13
and HOXD11-HOXD12 genes. For instance, YY1 binds Hoxb4 promoter and intron
enhancer sequences through overlapping NFY/Y Y1 sites suggesting that the relative levels
of binding of the transcriptional activator NFY and YY1 through the same site mediate
opposing transcriptional effects on Hoxb4 expression along the A-P axis [26]. YY1
represses Hoxd4 expression in undifferentiated P19 cells by recruiting the PcG protein
MELI18 to the Hoxd4 proximal promoter, which maintains silencing at the Hoxd4 locus
[28]. YY1 also participates in the repression of HOXB 3 expression in prostate cancer cells
through an epigenetic mechanism involving histone acetylation modification [56]. Finally,
YY1 binding sites are present in the HOXD1/-HOXDI?2 intergenic region in human
embryonic stem cells, YY1 recruiting PcG proteins for the transcriptional repression of the
distal HOXD genes [29]. So far, only the Hoxb7 gene expression is positively regulated by

YY1 in tumor and transformed cell lines [27].
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Here, our work established for the first time the positive role of YY1 in Hox gene
expression in a normal context, the embryo. Our EMSA and ChIP data obtained with organ
preparations from E13.5 embryos demonstrated that YY1 physically interacts with two
Hoxa5 regulatory sequences located in the Hoxa5-Hoxa4 intergenic region. Mutations in
these YY1 binding sites abolished Hoxa5 expression in lung, stomach and intestine from
transgenic embryos. Moreover, the conditional deletion of Yy/ function in lung
mesenchyme resulted in decreased levels of Hoxa5 transcripts in the developing lung.
Altogether, these data demonstrated that YY1 acts as a transcriptional activator of Hoxad

expression in lung and gut during embryogenesis.

In the trunk of E12.5 mouse embryos, YY1 binding sites are present in Hoxas
upstream sequences and they co-localize with EED and BMI1 binding sites, two PcG
protein members of the PcG repressive complex 1. PcG binding is specific to the anterior
domain of the trunk and it results in the transcriptional silencing of Hoxa5 in this axial
region demonstrating that PcG repression is involved in the establishment of the correct
Hoxa5 expression domain in the prevertebral column [56]. Thus, Hoxa5 developmental
expression is under the control of several YY1 binding sites distributed along the Hoxas
locus. Depending on the developmental context, YY1 can mediate PcG repression of
Hoxa35 expression via binding sites located in Hoxa5 upstream sequences to finely define
Hoxa5 expression domain along the A-P axis [56]. Here, we showed that YY1 can also
activate Hoxa5 expression in the developing respiratory and digestive tracts acting via
binding sites located in the intergenic Hoxa5-Hoxa4 region and shared with the flanking
Hoxa4 gene. Studies have shown that YY1 acts by recruiting co-activators to function on
YYl1-activated targets [S7-61]. This situation may also prevail for the Hoxa5 gene. While
some of these coactivators are expressed in the lung (INO80, PRMT1, BAP1, GATA-4,

AP-1), no information is available about their potential role in lung development.

Genetic analyses have revealed the crucial role played by YY1 during
embryogenesis. Yy/”- embryos die shortly after implantation [47]. The use of the Yy/
conditional allele with lineage-specific Cre mouse lines circumvents the early embryonic
lethality of Yy/ null mutants revealing the large spectrum of YY1 actions throughout life

[38, 62-65]. A dosage-dependent requirement for YY1 is essential for survival as newborn
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mice expressing 25% of normal YY1 levels die at birth from respiratory failure [38].
Despite these observations, little is known about the Yy/ function during lung
morphogenesis. Here, we showed that the specific ablation of ¥y / function in mesenchyme
via the use of Dermol ™" deleter mice causes neonatal death of mutant pups likely due to
lung defects. Lungs from Yy/1¥1*Dermol"“™ embryos were collapsed with narrow
airspaces and thick mesenchyme. Epithelial cell differentiation along the respiratory tract
was also affected as shown by the decreased expression of CC10 and T1a., specific markers
of club cells present in the respiratory airways and type I pneumocytes lining the alveolar
epithelium, respectively. These lung phenotypes were similar to those observed in Hoxa5”
/- embryos, supporting the notion that mesenchymal YY1 action during lung formation is
mediated, at least in part, by the control of Hoxa5 expression [6, 35, 41]. This is further
reinforced by the decreased Hoxad expression in lungs from FYy/1o¥1%Derme™/cr
embryos. However, according to the broad transcriptional activity of YY1, the lung
phenotype of Yy 11¥1xDermo [7C mutants may also result from the deregulation of other

genes.

YY1 was shown to be essential for the transcription of the Scgblal gene in
endometrial cells [66]. In the present case, the decreased Scgblal expression observed in
the respiratory epithelium of ¥y/11Dermo 1" embryos is a non-cell autonomous
phenotype since the Yy/ mutation is specific to mesenchyme. Scgb/al expression is also
diminished in the respiratory epithelium of Hoxa5”" mutants [41]. Therefore, Hoxa5 could
be a downstream effector of YY 1. Alternatively, Yy/ and Hoxa5 genes may act on Scgblal

expression via distinct pathways.

Hoxa4 lung expression was reduced in lungs from Yy /1¥1Dermo 17/ embryos,
suggesting that the YY1 binding sites present in the 1.5-kb Xbal-Xbal DNA fragment are
involved in the regulation of both Hoxa4 and Hoxa5 genes. No lung phenotype was
reported in Hoxa4”" mutants, but it is possible that Hoxa4 exerts a role during lung
development masked by functional redundancy. Even though the decrease in Hoxa4 and
Hoxa5 expression was modest in lungs from Yy /1¥1%Depmo 17/C embryos, the combined
downregulation of Hoxa4 and Hoxa5 may participate to the lung phenotype observed in

Yy 110 Deymo 17/ mutants.
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In summary, our search for regulatory sequences that correctly reproduce Hoxas
developmental expression has led to the identification of additional cis-acting elements
present in the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region that are important for Hoxa3 expression in
CNS, lung, stomach and intestine. Several of these sequences are shared with the flanking
Hoxa4 gene supporting the model that coordinated regulatory mechanisms between Hox
genes are essential for the precise function of each gene and the correct development of the
embryo [15]. We have also unveiled the crucial role of YY1 as a transcriptional activator
of Hoxa5 lung and gut expression and the repercussions of the ¥y / conditional deletion in
lung mesenchyme. Further studies will explore the extent of the regulatory role of YY1 in

Hoxa5 developmental expression.
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AVANT-PROPOS

L'étude des différentes séquences d'ADN orchestrant I'expression du gene Hoxas a
révélé la présence de quatre grandes régions régulatrices: 1’élément temporel de 648 pb
(positions -2128 et -1480) nécessaire a I’expression du géne Hoxa5 des le stade E8.25 au
niveau des somites 5-7 (Larochelle et al.1999), 1’élément BSC de 604 pb (positions -839
a -235) nécessaire a l'expression dans la partie brachiale du tube neural au stade E12.5
(Zékany et al., 1988 ; Tuggle et al., 1990 ; Nowling ef al., 1999), I’élément MES de 1287
pb (positions +2851 et +4935) nécessaire a l'expression au niveau des dérivés
meésodermiques entre les pv3-10 , dans les bourgeons de membres et le systéme urogénital
au stade E12.5 (Larochelle e al., 1999; Tabariés et al., 2005) et 1'élément Poumon/Intestin
de 1465 pb (positions +9351 et +10816) qui dirige l'expression dans les systémes
respiratoire et digestif au stade E13.5 (Moreau et Jeannotte, 2002).

Grace a ces connaissances, j'ai €laboré deux constructions d'ADN ou une
recombinase Cre est sous le controle de différentes combinaisons des éléments régulateurs
du geéne Hoxa5. La premicre construction d'ADN (pLJ447) englobe la totalité des
séquences régulatrices connues du gene Hoxa5(14.5-kb Hoxa5/Cre), alors que la seconde
(pLJ444) ne contient pas l'élément Poumon/Intestin (7.1-kb Hoxa5/Cre). Ensuite, j'ai
entrepris la caractérisation des deux différentes lignées de souris transgéniques obtenues.
Tout d'abord, j'ai croisé ces deux lignées avec des souris ROSA26®R (Friedrich et Soriano,
1991; Soriano, 1999) et observé que leur expression récapitulait majoritairement
l'expression embryonnaire endogéne dirigée par les éléments régulateurs en présence. De
plus, l'expression au niveau des poumons (Aubin ef al,1997), de l'estomac (Aubin et al.,
2002a), de l'intestin (Aubin ez al., 1999), de la glande mammaire (Garin et al., 2006) et de
l'ovaire (Gendronneau ef al., 2012) a également été validée chez l'adulte. J'ai ensuite vérifié
l'efficacité de recombinaison inhérente a ces deux lignées en les croisant avec des souris
tlox/flox

Hoxa

" (Jeannotte ef al., 1991, 1993; Aubin et al., 1997) et Hoxa5"" (Tabariés et al., 2007),

et en comparant les phénotypes obtenus avec ceux des souris mutantes Hoxad
notamment au niveau du squelette et des poumons. Dans un premier temps, j'ai réalisé une

étude de survie démontrant que la mortalité périnatale observée chez les individus mutants

Hoxa5"" n'est présente que chez les souris Hoxa5"¥1x%: 14 5-kb Hoxa5/Cre. D'ailleurs, j'ai
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confirmé la perte d'expression du gene Hoxa3 dans les poumons de ces individus au stade
E18.5 par PCR quantitatif, de méme que leur apparence anormalement compacte par
analyse histologique. Enfin, la délétion conditionnelle du géne Hoxas générée par I'une ou
l'autre des deux lignées de souris transgéniques Hoxa5/Cre entraine différentes
transformations au niveau du squelette qui sont caractéristiques de la perte de fonction du
gene Hoxa5. Ces lignées de souris Hoxa5/Cre sont donc de nouveaux outils intéressants
pour l'analyse fonctionnelle de différents génes a l'intérieur de tissus définis le long de 'axe

AP.

J’ai collaboré a I’écriture du manuscrit avec le Dre Lucie Jeannotte.
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ABSTRACT

The Hoxa5 homeobox gene encodes a transcription factor that plays a critical role in
specifying the identity of the cervico-thoracic region along the anterior-posterior embryo
axis and in orchestrating organ morphogenesis. The loss of Hoxa5 function results in
skeletal transformations, lethality at birth due to lung defects, and organ anomalies
affecting the digestive tract, the mammary gland and the ovary. Study of Hoxa5 gene
regulation has revealed the interplay of several control regions that direct Hoxas
developmental expression. Enhancers targeting expression in the CNS, the paraxial and
lateral plate mesoderm at the cervico-thoracic level, and in the mesenchymal compartment
of the respiratory and digestive tracts have been identified. Using these molecular tools,
we have generated two Hoxa5/Cre transgenic mouse lines carrying different combinations
of Hoxa5 regulatory enhancers and allowing site-specific recombination in subsets of
Hoxas expression sites as tested with the Rosa26/lacZ reporter mice. Further validation of
the recombination efficiency of the Hoxa5/Cre transgenic lines was performed with mice
carrying a Hoxa5 conditional allele. Hoxa5 deletion with the Hoxa5/Cre mouse lines
recapitulates Hoxa5 mutant phenotypes, such as skeletal defects, neonatal lethality and
lung malformations. Hoxa5/Cre mouse lines provide novel genetic tools for gene function

analysis in defined tissues along the anterior-posterior axis.
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INTRODUCTION

The use of site-specific recombinase systems provides a powerful means to tailor
the mouse genome. It allows cell lineage analysis, generation of subtle modifications
mimicking human heritable mutations, and production of site- or time-specific mutations,
that circumvent early embryonic lethality in numerous cases enabling a better
comprehension of gene function in vivo. The power of the recombinase-based strategies
relies mainly on the collection of mouse lines expressing the site-specific recombinase Cre
from bacteriophage P1, which can delete any DNA sequence located between two loxP
sites similarly oriented (Nagy et al., 2009). Production of Cre mouse lines can be achieved
by the insertion of Cre sequences by gene targeting into the locus of interest, which drives
Cre expression by endogenous gene regulation. However, this approach can create a
mutation in the targeted gene that may interfere with subsequent analyses. Classical
transgenesis is also largely applied to generate Cre transgenic mice. Although it requires a
good knowledge of the regulatory sequences used, it can usefully target Cre activity in
specific subsets of expression sites depending on the enhancers included in the

transgene.

Hox genes encode evolutionarily conserved transcription factors essential for the
correct organization and morphogenesis of the body structures along the anteriorposterior
(AP) body axis. Due to their crucial role during embryogenesis, an extensive
characterization of Hox gene regulation has been undertaken revealing the interplay of
transcriptional regulators interacting with positive and negative cis-acting sequences to
differentially control Hox expression in a spatio-temporal and tissue-specific fashion. For
instance, several regulatory elements directing the developmental expression of the Hoxa5
gene are contained in a 14.5-kb genomic fragment that recapitulates the restricted spatio-
temporal expression profile along the AP axis of the embryo directed by the Hoxas
proximal promoter (Bérubé-Simard, unpublished data). In embryos, the 14.5-kb
Hoxas/lacZ transgene targets lacZ expression to the brachial region of the central nervous
system (CNS) with the correct anterior limit of Hoxab expression at the level of the floor
of myencephalon (Zakany et al., 1988). It reproduces Hoxa5 expression in the paraxial and

lateral plate mesoderm at the cervico-thoracic level (Larochelle ef al., 1999). Finally, it
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replicates Hoxa5 expression in the mesenchymal compartment of the respiratory and
digestive tracts as well as the Hoxa5 rostro-caudal gradient in the stomach (Aubin ef al.,
1997; 1999; 2002; Moreau ef al., 2002). In agreement with the Hoxa5 expression profile,
Hoxa5”" mice present homeotic transformations affecting the cervico-thoracic region of the
skeleton (Jeannotte ef al., 1993). Most Hoxa5”" mice die at birth from respiratory tract
malformations (Aubin ef al., 1997, Boucherat ef al., 2013). The loss of Hoxa5 function
also affects the regionalization and the specification of the gastric epithelium as well as the
functional maturation of the midgut (Aubin et al., 1999; 2002). Surviving Hoxa5” mice

have mammary gland and ovary defects (Garin ef al., 2006; Gendronneau et al., 2012).

Here, we report the characterization of two Hoxa3/Cre transgenic mouse lines
carrying different combinations of Hoxa3 regulatory enhancers and allowing site-specific
recombination in subsets of Hoxa3 expression sites. They differ from the Tg(Hoxa5-
cre)IFmr, MGI:5474192 mouse line, in which the entire Hoxa cluster was included into
the transgene to drive the recombinase Cre sequences inserted into the Hoxal locus (Di
Meglio et al., 2013). The 7.1-kb Hoxa5/Cre transgene contains the temporal (T) control
region, the brachial spinal cord (BSC) enhancer, and the mesodermal (MES) enhancer
directing expression in paraxial and lateral plate mesoderm from the cervico-upper thoracic
domain (Fig. 1; Zakany ef al., 1988; Larochelle ef al., 1999). The 14.5-kb Hoxa5/Cre
transgene contains an additional 7.4-kb of downstream sequences including the enhancer
targeting Hoxa5 lung and gut developmental expression (L/G; Moreau et al., 2002). An
IRES-eGFPCre cassette was cloned into the Hoxa5 exon 1 downstream the HOXAS AUG
allowing translation of the eGFPCre fusion protein (Lee ef al., 2001). Nine and eight
founder lines were obtained for the 7.1-kb Hoxa5/Cre and 14.5-kb Hoxa5/Cre transgenes,

respectively.

RESULTS AND DISCUSSION

To assess the efficiency and the specificity of Cre-mediated recombination, all
transgenic mouse lines were crossed with Rosa26/lacZ reporter (R26R) mice (Soriano,
1999). Based on the X-Gal staining results obtained at embryonic day (E) 13.5, two mouse
lines were further characterized, the pLJ444C line for the 7.1-kb Hoxa5/Cre transgene, and
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the pLJ447B line for the 14.5-kb Hoxa5/Cre transgene. Southern analysis with the Nhel
restriction enzyme cutting once into the transgenes indicated that both lines contained
complete head-to-tail transgene integrations at one site (not shown). Quantification of the
fragment detected with a Cre probe following tail DNA digestion with the FcoRI enzyme
showed that the pLJ444C and pLJ447B lines contained ~2 and ~6 copies of their transgene,
respectively, when compared to the single copy Cre gene present in the
Twist2tm1(cre)Dor, MGI:3044412 mouse line (not shown). Our Hoxa5/Cre transgenic
lines were viable and fertile with no overt morphological or behavioral defects. Breeding

to homozygosity did not reveal apparent phenotype.

When bred with R26R mice, both lines targeted expression at E8.25 in somites 5-8,
which corresponds to the onset of Hoxa endogenous expression and to the correct AP
expression domain at this age (Fig. 3.1a,m). At E10.5, the expression of both transgenes
extended more caudally along the axis but remained confined to the cervico-thoracic region
in a Hoxa5-like fashion. Expression was also detected in limb buds (Fig. 3.1b,n). In the
neural tube, the 14.5-kb Hoxa3/Cre transgene recapitulated the correct Hoxad anterior
boundary at the posterior hindbrain level. At E13.5, the 7.1-kb Hoxa5/Cre transgenic line
directed Cre expression in the CNS brachial region and in the cervico-upper thoracic
domain of the prevertebral column, the latter being specific to the Hoxa5 proximal
promoter (Fig. 3.1c; Coulombe et al., 2010). No staining was detected in the lung (Fig.
3.1d). Scarce punctuated /acZ-positive spots were observed in the developing gut that
might be driven by the Hoxa5 MES sequence (Fig. 3.1e-f; Larochelle ef al., 1999). The
14.5-kb Hoxa5/Cre transgene directed a broader expression pattern in the CNS and in the
mesenchymal component of lung, stomach and intestine, reproducing Hoxa5 endogenous

expression in these structures (Fig. 3.10-r).

Cre activity was also monitored in organs from adult mice at postnatal day (D) 30.
LacZ staining was detected in lung and trachea mesenchyme only in the 14.5-kb Hoxa5/Cre
transgenic line (Fig. 3.1g,s; not shown). In the stomach, a strong Cre activity was observed
in the mesenchymal and muscular layers of the entire organ in 14.5-kb Hoxa5/Cre

transgenic mice (Fig. 3.1t). In contrast, 7.1-kb Hoxa5/Cre specimens presented no activity
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Figure 3.1.Characterization of Hoxa5/Cre mouse lines during development and at adult
age. (A)Partial restriction map of the Hoxa4-Hoxa6 genomic region. Black boxes represent
homeoboxes, shaded boxes correspond to translated regions, and white boxes indicate
transcribed regions. The arrow shows the transcription start site of the Hoxad proximal
promoter. The localization of the Hoxa5 enhancer regions is indicated. (B-C) Schematic
diagrams of the 7.1-kb Hoxa5/Cre and 14.5-kb Hoxa5Cre transgenes. A, Accl; Ap, Apal,
RL EcoRI, RV, EcoRV;, H, Hindlll;, Sc, Sacl;, Xb, Xbal, Xh, Xhol. (a-b,m-n)
Representative E8.25 (a,m) and E10.5 (b,n) transgenic embryos stained for 3- galactosidase
activity showed Cre-mediated recombination directed by the 7.1-kb Hoxa5/Cre (a-b) and
14.5-kb Hoxa5/Cre (m-n) transgenes. The position of limb buds is indicated by an asterisk.
(c-f,0-r) Sagittal sections of E13.5 R26R;Hoxa5/Cre+ transgenic embryos stained for -
galactosidase activity. Sections of complete embryos (c,0), lungs (d,p), stomach (e,q) and
midgut (f,r) are shown. Black arrows indicate the anterior limit of /acZ staining in paraxial
mesoderm at the level of somite 5 or prevertebra 3 for both transgenes. Red arrows point
the anterior limit of expression in the neural tube. The 14.5- kb Hoxa5/Cre transgene
reproduced the endogenous boundary at the posterior hindbrain level. (g-l,5-x) B-
galactosidase activity in organs from D30 R26R;Hoxa5/Cre+ mice. Sections of lungs (g,s),
stomach (h,t: rostral part; h': caudal part), small intestine (i,u), colon (j,v), mammary gland
(k,w) and ovary (1,x) are shown. (y-jj) No B-galactosidase activity was detected in R26R
control embryos and in organs from D30 R26R control adults except at the luminal surface

of the intestinal epithelium (gg). Scale bars: 100um.
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in the rostral portion of the stomach, but stained mesenchymal cells were detected in the
caudal part, a pattern reminiscent of the endogenous Hoxa5 rostro-caudal gradient
previously reported (Fig. 3.1h,h'"). The lack of gradient in 14.5-kb Hoxa5/Cre specimens
may be hidden by the robust /acZ staining due to the high transgene copy number and/or
the integration site. In the intestine, staining was detected in both mouse lines. In the 7.1-
kb Hoxa5/Cre mouse line, lacZ expression was restricted to the mesenchymal cells of the
villi, whereas staining was also detected in the underneath muscular layer of the intestine
in 14.5-kb Hoxa5/Cre specimens (Fig. 3.11,u). In the colon, staining of mesenchymal and
muscular cells as well as clusters of X-Gal-stained epithelial cells were observed in both
mouse lines, the clusters being larger and more abundant in 14.5-kb Hoxa5/Cre specimens
(Fig. 3.1},v). Hoxa5 expression was not observed in the developing and adult gut
epithelium, suggesting that the epithelial staining might result from ectopic expression of
the transgene (Aubin et al, 1999; not shown). Finally, Cre activity was detected in
mammary glands and ovaries, two sites where Hoxa5 expression was reported to be
restricted to stroma (Garin et al., 2006; Gendronneau et al., 2012). LacZ staining was seen
in few mammary epithelial cells in the 7.1-kb Hoxa5/Cre mouse line suggesting ectopic
expression of the transgene (Fig. 3.1k). In the 14.5-kb Hoxa5/Cre mouse line, expression
was also observed in mammary stroma, consistent with the presence of a Hoxad mammary
regulatory element in the 3' sequences contained in the transgene (Fig. 3.1w; Chen ef al.,
2007). In ovaries, both transgenes targeted expression in the stroma but the ectopic
expression seen in corpus lutea and follicles suggested that additional inhibitory sequences
might be required to reproduce correct Hoxa expression (Fig. 3.11,x). No Cre activity was
observed in R26R control specimens except in the adult small intestine where staining was
detected at the luminal surface of the epithelium corresponding to the endogenous lactase

activity (Fig. 3.1y-jj; Salehi ez al., 2009).

To further validate the recombination efficiency of the Hoxa5/Cre transgenic lines,
they were bred with mice carrying the Hoxa5 conditional allele (Hoxa5flox; Tabaries et al .,
2007). Deletion with the 7.1-kb Hoxa5/Cre mouse line did not cause lethality of
Hoxa3"¥1%:7 1.kb Hoxa5/Cre” pups. All possible genotypes were obtained at the
expected Mendelian ratio at E18.5 and adult age (Fig. 3.2A). Conversely, 42% of the
Hoxa5"1°%. 14 5-kb Hoxa5/Cre" pups were found dead at birth, a ratio similar to the lethal
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phenotype observed for the Hoxa3”~ pups (Fig. 3.2B; Jeannotte et al, 1993). Lung
comparative morphology indicated that Hoxa5%°¥1°%, 14 5-kb Hoxa5/Cre” pups displayed

respiratory distress at birth as lungs from E18.5 Hoxa5"1°%, 14 5-kb Hoxa5/Cre” embryos
presented a collapsed appearance comparable to that reported for Hoxa3” mutants (Fig.
3.2C-D; Aubin et al., 1997). qRT-PCR analysis confirmed the decreased Hoxa5 expression
in lungs from E18.5 mutants (Fig. 3.2E). We also examined lungs from surviving D30
Hoxa3%¥1%%: 14 5-kb Hoxa5/Cre" mutants and observed the enlargement of alveolar spaces
as previously seen in Hoxa3”" adults (Fig. 3.2F-G; Mandeville et al., 2006). Finally, we
performed a skeletal analysis of E18.5 specimens carrying the different allelic variants. In
concordance with the Cre activity pattern, Hoxa3"¥1%7 1- kb Hoxa3/Cre® embryos
presented a loss of tuberculum anterior on the 6th cervical vertebra (C6), an abnormal
xiphoid process at the caudal extremity of the sternum, and a normal trachea (Fig. 3.3A-
D,G-LL-N). Although Cre activity was reported in the paraxial mesenchyme of the cervico-
upper thoracic region, the presence of ectopic ribs on C7, a transformation seen in most
Hoxa5™ specimens, was not detected (Jeannotte ef al., 1993). Conversely, C7 extra ribs
were observed in Hoxa5flox/flox;14.5-kb Hoxa5/Cre"” embryos as well as absent or shorter
tuberculum anterior on C6, a misshapen xiphoid process and a profound disorganization of
the trachea indicating the importance of the additional regulatory sequences present in the
14.5-kb Hoxa5/Cre" transgene (Fig. 3.3AE-FJ-K,0-P). Altogether these data
demonstrated that the Hoxa5 conditional deletion with the Hoxa5/Cre mouse lines can
recapitulate several Hoxa5 mutant phenotypes confirming the efficiency and specificity of
the Hoxa5/Cre transgenes. In summary, these two Hoxa5/Cre transgenic lines provide to
the scientific community novel useful tools for deleting floxed alleles in specific subsets

of tissues along the AP axis.

METHODS

Design of Hoxa3/Cre transgenes and production of transgenic mice

A 2.7-kb Bsu361-Hincll fragment from the pIGCN21 vector (obtained from the
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Figure 3.2. Impact of the conditional Hoxa5 deletion with the Hoxa5/Cre transgenes. (A-
B) Ratios of genotypes of litters obtained from matings between Hoxad™/* mice with
Hoxa5%%";7.1-kb Hoxa5/Cre and Hoxa5"¥";14.5-kb Hoxa5/Cre mice, respectively. (C-
D,F-G) Comparative lung histology for EI185 and D30 HoxaSflox/+ and
Hoxa31¥1%%: 14 5.kb Hoxa5/Cre specimens. Scale bar: 200 um. (E) qRT-PCR analysis for
Hoxa5 expression in lungs from EI18.5 Hoxa5"";14.5-kb Hoxa5/Cre and
Hoxa5"1°%. 14 5.kb Hoxa5Cre embryos. Values are expressed as means + SEM.
##%p<0.001. (H) The Hoxa5 alleles produced following the specific action of the Cre
recombinase are indicated. The Hoxa5 probe used for Southern analysis is represented. The
expected fragments following FcoRI digestion are shown underneath each allele and
transgene. Southern blot analysis of DNA from Hoxad/Cre transgenic and Hoxa5 mutant
mice using an FcoRI digestion combined with the Hoxa3 probe discriminates between the
wild-type (3793-bp), Hoxa3" (3910-bp), Hoxa3" (7679-bp) alleles and the Hoxa5/Cre
transgenes (2232-bp). An additional band (*) was also detected in the Hoxa5/Cre
specimens. For the left panel of the Southern blot presented at the right, the contrast was
increased to reveal the Hoxa5 flox and A alleles. Ap, Apal;, B, Bg/II; Nh, Nhel, R1, FcoR],
Sc, Sacl; Xh, Xhol.
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Figure 3.3. Comparative analysis of the skeletal morphology of Hoxa5 conditional
mutants. (A) List of skeletal transformations observed in E18.5 Hoxa3flox/+,
Hoxasflox/+;7.1-kb Hoxa5/Cre, Hoxa5flox/flox;7.1-kb Hoxa5/Cre, Hoxa5flox/+;14.5-kb
Hoxa5/Cre and Hoxa5flox/flox;14.5-kb Hoxa5/Cre embryos. (B-P) Representative
specimens stained with alcian blue and alizarine red according to their genotype. (B-F)
Ventral view of the trachea. C, Cricoid cartilage; H, Hyoid bone; T, Thyroid cartilage; Tr,
Trachea cartilage. (G-K) Lateral view of the cervicothoracic transition region. Black arrow
indicates ectopic rib on C7. Asterisks show absent or shorter tuberculum anterior on C6.
The C2-C7 cervical vertebrae are identified. (L-P) Ventral view of the caudal part of the

sternum region. Arrows indicated fissured xiphoid processes.
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laboratory of Dr. Copeland; Lee ef al., 2001), which contains the IRES-eGFPCre cassette,
was inserted into the Sacl site of the 5.0-kb EcoRI-Hindlll Hoxa5 genomic region, the
latter encompassing the temporal (T) control region, the brachial spinal cord (BSC)
enhancer, the proximal Hoxa5 promoter, both exons and the intron of the Hoxa5 gene.
Insertion of the IRES-eGFPCre cassette into the first Hoxad exon downstream the HOXAS
AUG allows translation of the eGFPCre ORF. To produce the 7.1-kb Hoxa5/Cre and the
14.5-kb Hoxa5/Cre transgenes, a 2.1-kb HindllI-Hindlll fragment, containing the MES
enhancer, and a 7.4-kb Hindlll-Apal, containing the MES and the L/G enhancers, were
added at the 3' end of the Hoxa5/Cre basic construct, respectively.

To eliminate plasmid sequences, the microinjected Hoxa5/Cre fragments were
obtained by a Sa/l+Notl digestion. Transgene preparation and microinjection into fertilized
eggs from C57BL/6 X CBA F1 hybrid intercrosses were done according to standard
methods (Hogan ef al., 1998). The established transgenic lines were maintained by
intercrosses. Animal experimentations were performed according to the guidelines of the
Canadian Council on Animal Care and approved by the institutional animal care
committee. The 7.1-kb Hoxa5/Cre (Tg(Hoxa5-cre)444CLjea, MGI:5518946) and 14.5-kb
Hoxa5/Cre (Tg(Hoxa5-cre)447BLjea, MGL:5518947) mouse lines will be available to the

research community.

Mice, genotyping, tissue collection, histology -galactosidase staining

The establishment of the Hoxa5 conditional mutant mouse line was previously
reported (HoxaS™!'114%8 MGI:3723622; Tabariés et al., 2007). The R26R mouse line was
obtained from The Jackson Laboratory (Gt(ROSA)26Sor™!5" MGI:1861932; Soriano,
1999). Age of the embryos was estimated by considering the morning of the day of the
vaginal plug as E0.5. Experimental specimens were genotyped by Southern blot analysis
for the Hoxa5 locus and Hoxa5/Cre transgenes as shown on Figure 2H and by PCR analysis
for the R26R locus (Soriano, 1999). For the Hoxa5"Hoxa5/Cre" specimens, purified
genomic DNA was digested with £coRI and the blots were hybridized to a 606- bp Bg/lI-
Xhol *?P-labeled genomic probe located in the Hoxa5-Hoxa6 intergenic region (Fig. 2H;
Coulombe et al., 2010). Organs were collected from E18.5 and D30 R26R;Hoxa5/Cre" and

Hoxa5"Hoxa5/Cre” specimens. For RNA extraction, tissues were snap-frozen in N». For
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histology, tissues were fixed in 4% ice-cold paraformaldehyde (PFA), paraffin-embedded
and sectioned at 4um (Jaffe ez al, 1990). For adult mice, lungs were fixed by tracheal
instillation of cold fixative until fully inflated under direct observation. Organ sections
were stained according to standard hematoxylin and eosin procedure for morphology
analysis. For whole-mount detection of B-galactosidase activity, E8.25 to E13.5 entire
embryos were fixed in ice-cold 0.25% glutaraldehyde in PBS for 15 min to one hr
according to the age of the embryo. Detection of 3-galactosidase activity was performed as
described (Larochelle ef al., 1999). In parallel, E13.5 embryos and D30 organs were fixed
one hr in ice-cold 4% PFA, 0.2% glutaraldehyde in PBS, put overnight in a 30% sucrose
solution in 0.1M phosphate buffer pH8.0, and embedded in tissue freezing medium
(Triangle Biomedical Sciences, Inc.). Ten um cryosections were processed for lacZ

expression and counterstained with nuclear Fast Red (Boucherat et al., 2012).

Skeletal analysis

Whole-mount skeletons were prepared from EI18.5 Hoxa5"Hoxa5/Cre*
compound mutants with alcian blue for staining the cartilage and alizarin red for staining
the bone. Briefly, embryos were skinned, eviscerated and fixed overnight at 4°C in EtOH
95%. The next day, specimens were put into an alcian blue staining solution (alcian blue
0.015% in acetic acid 20% prepared in EtOH 95%) for 7 days at 37°C. Skeletons were then
rinsed one hr in EtOH 95%, clarified 6 hrs in KOH 2% and stained overnight at room
temperature in a solution of alizarin red 0.0075% prepared in KOH 1%. Specimens were
transferred in KOH 1% for 7 days, and then kept at room temperature in a solution of
glycerol/EtOH 1:1 until analysis. Skeletons were observed, and left and right sides of each

vertebra were scored independently for bilateral markers.

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) experiments

Total RNA was isolated from lungs of E18.5 embryos. RNA extraction, cDNA
synthesis and qRT-PCR were performed as described (Boucherat ef al. 2012). Samples
were analyzed in triplicate. The Rpl/9 gene was used as control. Five specimens were used

for each genotype tested. The primer sequences are: Hoxa5-F:
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CCCAGATCTACCCTGGATG, Hoxa5-R: GGCATGAGCTATTTCGATCCT, Rpl19-F:
GATCATCCGCAAGCCTGTGA and Rpl19-R: GCATCCGAGCATTGGCAGTA.

Statistical analyses
Student's 7 test was performed for gene expression studies. A significance level

inferior to 5% (p < 0.05) was considered statistically significant.
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AVANT-PROPOS

Chez les vertébrés, le concept de prévalence postérieure a €t€ émis pour expliquer
le fait que lorsqu’une protéine, encodée par un géne exprime 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 genes 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 ce chapitre, nous poursuivons la caractérisation de 1'élément MES initiée par
Christian Larochelle et décrite dans la thése de doctorat de Sébastien Tabaries (Tabariés et
al., 2005). Une approche par délétions successives dans un contexte de transgenése
entreprise par Sébastien Tabaries a démontré que la perte des sites de liaison aux protéines
CDX n'est pas en mesure de reproduire 1’effet de la délétion du fragment d'ADN Avrll-
EcoATII de 164 pb (AvEc 164-bp), suggérant ainsi I'implication d’autres facteurs au sein
de cette séquence. L'analyse bioinformatique (TRANSFAC) mené par Sébastien Tabaries
amis en évidence un site potentiel de liaison pour les protéines HOX. 1l a ensuite confirmé,
par essais de retard sur gel (EMSA) réalisés avec des protéines HOX de souris produites in
vitro, que des protéines HOX orthologues a la protéine AbdB de drosophile sont en mesure
de se lier sur la séquence d'ADN Oligo1 de 25 pb comprise a l'intérieur du fragment AvEc
164-bp. Or, ces protéines sont produites par des génes exprimés dans des parties
postérieures de I’embryon soulevant ainsi la possibilité d’un mécanisme de répression de
I’expression d’un geéne Hox antérieur par le produit des genes Hox plus postérieurs,
appuyant ainsi la notion de prévalence postérieure (Duboule et Morata, 1994). Par ailleurs,
ces méme expériences menées en utilisant des extraits protéiques embryonnaires au stade

E9.5 ont permis d'identifier la protéine HOXB9 comme candidate potentielle.

De mon c6té, j'ai confirmé que la liaison de la protéine HOXBO, tout comme celle
de CDX4, s'effectue in vitro via les sites de liaison CDX situés sur la séquence d'ADN
Oligol et non sur le site potentiel de liaison aux protéines HOX (Fig 4.3C; Fig. 4.5A-B).

De la méme fagon, j'ai démontré, par immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), que
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les protéines CDX (préférentiellement CDX4) et HOXBO se fixent sur le fragment AvEc
164-bp (Fig. 4.4C) Toutefois, des expériences de co-immunoprécipitation de protéines
(CoIP) que j'ai réalisées montrent que ces deux protéines ne semblent pas interagir
physiquement (Fig. 4.5C) , suggérant qu'elles controlent indépendamment [’activité
répressive du fragment AvEc 164-bp sur I’expression du transgene HoxaS/LacZ dans la

partie postérieure a pv10.

Parallelement, Sébastien Tabaries a également démontré par transgenése qu’un
fragment d'ADN PstI-Hindlll de 331 pb (PsHi 331-bp), localis¢ a I’extrémité 3’ de
I'élément MES, est également important pour positionner la frontiere postérieure
d'expression du transgene HoxaSd/lacZ au niveau de pv 10, et ce potentiellement avec la

participation d'un motif de 16 pb identifié¢ par EMSA.

La rédaction du manuscrit a été réalisée conjointement avec Sébastien Tabaries

ainsi que Dre 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 Hoxad gene, which plays a crucial role in
axial patterning and organogenesis. The MES, a mesodermal enhancer sequence located
downstream of the Hoxa5 coding sequences targets expression in mesodermal derivatives
at the cervico-upper thoracic level. It 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 the HOXBO9 protein specifically interacts with the AvEc-164
bp sequence supporting the concept of posterior prevalence. Moreover, we show that
HOXB9 protein binds the same 25-bp DNA fragment previously identified for its
interaction with CDX proteins. In parallel, the PsHi 331-bp DNA fragment also participates
in restricting Hoxab expression at cervico-upper thoracic level via the binding of a
homeodomain-containing protein to a 16-bp motif. Our analysis demonstrates that
coordination between several cis-acting regulatory elements is needed to fully reproduce

the correct spatial Hoxa3 gene profile.
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INTRODUCTION

The Hox genes, an evolutionarily conserved gene family first described in
Drosophila, 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; Wacker et al. 2004). 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; Coulombe et al., 2010), 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 posterior 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; Caronia
et al., 2003; Williams et al., 2005; Williams et al., 2006). Other possibilities imply negative
regulation mechanisms by non-coding RNAs. For exemple, miR-10a/miR-10b,

respectively transcribed from Hoxb4-Hoxb5 and Hoxd4-Hoxd5 intergenic regions,
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potentially target mRNA of the Hox/-3 paralogous, whereas miR-196b/miR-
196allmiR196a2, respectively transcribed from Hoxa9-Hoxal0O, Hoxb9-Hoxbl3 and
Hoxc9-Hoxc 10 intergenic regions, would disrupt Hox4-Hox9 mRNA (Yekta et al., 2004,
2008; Woltering and Durston, 2008). Finally, as IncRNAs transcription from both
orientation are now associated with genes regulation and since transcripts that form
complementary pairs are expressed in reciprocal profiles, it is possible that both sense and
anti-sense IncRNAs transcribed from the Hox Clusters participate in posterior prevalence

(Mainguy et al., 2007, Coulombe et al., 2010; Li et al., 2013)

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.
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; Wurtele and Cartrand, 2006; Morey et al., 2007; Noordermeer et al.,
2011; Rousseau et al., 2014); (i1) global enhancer sequences located outside the cluster
and acting in a relatively promoter-unspecific manner (Zakany et al., 2004; Di-Poi et al ,
2007; Tschopp et al., 2012; Andrey et al., 2013); and (iii) integrated regulation of
neighbouring genes through the sharing, the competition and/or the selective use of defined
local cis-acting sequences (Kmita and Duboule, 2003; Peljto et al., 2010; Kashyap et al .,
2011; Mahony et al., 2011; Mazzoni et al., 2013; Ahn et al., 2014). 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
(Oosterveen et al., 2003; Gonzalez et al., 2007, Rousso et al., 2008; Tschopp et al., 2009,
Montavon et al.,, 2011; Bérubé-Simard and Jeannotte, 2014). 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 ( Morrison et al., 1997; Gilthorpe et al., 2002,
Pearson et al., 2005; Kobrossy ef al., 2006; Lengerke et al., 2008). 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 (van den Akker
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et al., 2002; Houle et al., 2003; Lohnes, 2003; Gaunt et al., 2005; Deschamps and van Nes,
2005; Tabaries et al., 2005; Davidson and Zon, 2006; van de Ven et al., 2011). HOX
proteins themselves have also been reported as regulators of their own expression or that
of other Hox genes (Manzanares et al., 2001; Lampe et al., 2004; Ferretti et al., 2005; Wong
etal., 2011; Sheth et al., 2013).

To fully understand the regulatory events governing Hox gene expression, we are
examining the Hoxa5 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 (Coulombe et al., 2010). In the developing embryo, Hoxas is expressed in the neural
tube caudal to the posterior 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, the kidneys, the mammary glands and the
ovaries (Dony and Gruss, 1987; Gaunt et al., 1990; Aubin et al., 1997; Aubin et al., 1998;
Aubin et al., 1999; Aubin et al., 2002a, Garin et al., 2006; Gendronneau et al., 2012). Aside
from morphological defects in foregut derivatives, mammary glands and ovaries, (Aubin
et al., 1997; Aubin et al., 2002a; Meunier et al., 2003; Garin et al., 2006; Gendronneau et
al., 2012), the targeted disruption of the Hoxa5 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; Tabaries
et al., 2007; Bérubé-Simard and Jeannotte, 2014). Four transcripts of 1.8, 5.0, 9.5 and 11
kb in length encompassing Hoxa3d coding sequences originate from the use of different

promoters and alternative splicing (Coulombe et al, 2010).

The presence of complex and overlapping transcriptional units at the Hoxal 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
( 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 14.5-kb genomic fragment, located between positions -3.8 kb and
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+12.4 kb, can recapitulate the temporal expression and substantially reproduce the spatial
pattern of the Hoxa5 1.8 kb transcript (Bérubé-Simard and Jeannotte, 2014), which is the
only protein-coding Hoxa5 transcript (Coulombe et al., 2010). 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), a 2.08-
kb mesodermal enhancer sequence (MES) located downstream of Hoxa’ coding
sequences, which is essential for paraxial and lateral plate mesoderm expression in the
cervical and upper thoracic region (Larochelle et al., 1999), and a 1.5-kb lung/gut element
responsible for respiratory and digestive tracts expression (Moreau et Jeannotte, 2002;
Bérubé-simard et al., 2014) The 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
(Tabariés et al., 2005). In pursuing the characterization of the MES sequence, we now
present evidence that HOXBO participates to caudally restrict Hoxa expression by binding
the AvEc-164 bp sequence. In addition, we demonstrate that a 331 bp Pst-HindIll
fragment is also contributing to the MES activity for the establishment of the specific

Hoxas expression domain along the AP axis.

MATERIALS AND METHODS

Constructions of Hoxa5/lacZ transgenes

All the constructs were derived from construct 9 (pLJ133) described in Larochelle
et al. (1999). Briefly, pLJ133 contains the bacterial lacZ 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 Hindlll to remove a 2.08 kb fragment
from +2.85 kb to +4.93 kb and self-ligated to produce an intermediate construct (pLJ143),
containing a continuous Xhol-Hindlll Hoxa5 genomic fragment extending from —235 bp
to +2.85 kb that does not direct B-galactosidase expression (Zakany et al., 1988; Tabariés
et al., 2005). Insertion of the PstI-Hindlll fragment referred to as PsHi-331 bp (from +4.60
kb to +4.93 kb) at the Hindlll site (+2.85 kb) of pLJ143 resulted in construct 1. Deletion
of the last 104-bp (from +4.83 kb to +4.93 kb) located in the 3’ part of the PsHi-331 bp
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fragment from construct 1 resulted in construct 2. Deletion of the the 16-bp sequence
(described in Fig.2) from construct 1 and adding the Accl-Xhol fragment (from -1480 bp
to -235 bp) at the Xhol site (-235 bp) resulted in construct 3. This construct contained the
BSC element previously reported by Tuggle et al. (1990). Construct 4 was derived from
construct 8 in Tabaries et al. (2005) by deleting the PsHi 331-bp fragment and adding the
Accl-Xhol fragment to its 5' end. Construct 5 was obtained by deleting the Oligo1 sequence
from pLJ133 via a PCR strategy using synthetic oligonucleotide primers (Table 1)
containing the appropriate deletion (Wang and Malcolm, 1999). Sequencing subsequently
validated all introduced mutations. Nucleotide substitutions in the identified CDX binding
sites used in Tabaries et al. (2005) were introduced into the 2.08 kb Hindlll 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 Hindlll, and the fragment was subcloned into the Hindlll site
(+2.85 kb) of pL.J143 to obtain construct 6. Finally, construct 7 was derived from pLJ133
by introducing mutations in Cdx binding sites and deleting the 16 bp sequence. All the
constructs 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 (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

described (Larochelle et al., 1999).

193



Electrophoretic mobility shift assays

The expression vectors PSGS5-Cdxi, pSGS5-Cdx2, pSGS-Cdx4, pCMV-Hoxb4,
pBluescript-Hoxd4, pSGS5-Hoxa5, pET28a-Hoxa7, pET28b-HoxbS, pET28b-Hoxa9,
pET28b-Hoxb9, pSGS5-Hoxd9, pSGS-Hoxd10, pET28a-Hoxal I, pSG5-Hoxd1 1, pET28a-
Hoxd12, pSG5-Pbxla, pSGS5-Pbx1b, pET28b-Meisla, pET28b-Meis b were used with the
TnT7 Quick coupled transcription/translation system (Promega Corporation) to produce in
vitro proteins that were analyzed by SDS-PAGE gel electrophoresis and directly assayed
for electrophoretic mobility shift assay (EMSA) as described (Tabaries et al., 2005). The
AvEc 164-bp, AvEc 164-bp A(HoxBS) and AvEcl164-bp A(Oligol) fragments were
obtained by PCR reaction from plasmids carrying the MES sequence containing the
appropriate deletion (pLJ122, pLJ409 and pLJ367, respectively) (Tabaries et al., 2005)
with the Sc33 and Sc35 primers (Table 4.1) end-labelled with T4 polynucleotide kinase
and used in the EMSA reactions. The Oligol sequence contained in the AvEc 164-bp
fragment was also used as a double-stranded end labelled oligonucleotide probe (Tabaries

et al., 2005).

Various EMSA probes were obtained by PCR from pLJ122 using end-labelled
primers (Table 4.1). They include (1) the PsHi-331 bp fragment; (ii) the 5' half of PsHi 331-
bp fragment; (iii) the 3' half of PsHi 331-bp fragment; (iv) the first third (PsHiA) of PsHi
331-bp; (v) the second third (PsHiB) of PsHi 331-bp (vi) the last third (PsHiC) of PsHi-
331 bp; and (vii) the overlapping 67-bp sequence located in the PsHiB fragment. Double-
stranded end-labelled oligonucleotides covering (i) the 5° half of the 67 bp (Oligo 34-bp,
and (i1) the 3’ half of the 67 bp sequence (Oligo 33-bp) encompassing protein binding site
were also tested (Table 4.1). 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 4.1).

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 described
(Tabaries 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-
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stranded DNA fragment of the sucrase-isomaltase promoter, SIF1 (Table 4.1), that contains

two sequences interacting with the CDX proteins, was used as an unrelated competitor

(Suh et al., 1994).

Supershift assays were done as previously described (Tabariés et al., 2005) using
rabbit anti-HOXA9 (Millipore), rabbit anti-HOXB9 (Imagex), goat anti-HOXD10 (Santa
Cruz Biotechnology) or rabbit anti-HOXD12 antibodies (Aviva).

Table 4.1: Oligonucleotide sequences

R-CCCTTTCAATTACCCTGAGGATTC

Fragment Sequence (5'-3") Amplicon
(bp)
A) Mutagenesis
AvEc 164-bp (AOligol) F-GTTCTCACCAGCCTGTGAGTCTTTAACTTTAGTCTTTGAATC 42
R-GATTCAAAGACTAAAGTTAAAGACTCACAGGCTGGTGAGAAC
B) EMSA on the 331-bp PstI-Hindlll (PsHi 331-bp) DNA fragment
PsHi 331-bp F-CCAACTGCAGACAAATICTCTC 331
R- ATATGCGGCCGCAAGCTTGGCTTAAGCACATGG
PsHi 5' half F-CCAACTGCAGACAAATICTCTC 160
R-ATATGCGGCCGCAATCTCCTACTGACAAAGGGG
PsHi 3' half F-ATATCTGCAGTCCTCTTCTCTTTTGTTATTTGTT 171
R-ATATGCGGCCGCAAGCTTGGCTTAAGCACATGG
PsHiA F-CCAACTGCAGACAAATICTCTC 115
R-ATATAAGCTTATGTGTCAAGAAAAAC
PsHiB F-CACAAAGCTTCATAAAGGGTACTTTA 112
R- ATATAAGCTTGGAAAACATAGATTATG
PsHiC F-CACAAAGCTTAAAACAGTCTCCAAGATT 104
R-ATATGCGGCCGCAAGCTTGGCTTAAGCACATGG
67-bp F-ATATCTGCAGTCCTCTTCTCTTTTGTTATTTGTT 67
R- ATATAAGCTTGGAAAACATAGATTATG
Oligo 34-bp F-TCCTCTTCTCTTTTGTTATTTGTTCTTTCTGTTT 34
Oligo 33-bp F-GATCCCAGGAAATTTACATAATCTATGTTTTCC 33
Oligo 33-bp (mutl) F-ACCTGTGTGAAATTTACATAATCTATGTTTTCC 33
Oligo 33-bp (mut2) F-GATCCCAGATTCGGGCCATAATCTATGTTTTCC 33
Oligo 33-bp (mut3) F-GATCCCAGGAAATTTAAGCCGCTCTGTTTTCC 33
Oligo 33-bp (mut4) F-GATCCCAGGAAATTTACATAATCTGCACCGGTA 33
Oligo 16-bp F-GAAATTTACATAATCT 16
SIF1 F-GTGCAATAAAACTTTATGAGTAA 23
C) EMSA on the 164-bp AvrII-Eco47111 (AvEc 164-bp) DNA fragment
AvEc 164-bp F-CCTAGGAGGTACTCTGCTGT 164
R-AGCGCTTTAACCCCTTTCAA
Oligol F- TGAAGCAATAAACTTTATGGCCGGA 25
Oligo]l (mutCDXBY) F-TGAAGCAATGCCCTTGCGGGCCGGA 25
D) ChIP
AvEc 164-bp F-CTAGGCCCAACCCTGTTAGTTICTT 127

Nucleotide substitutions are underlined.

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays

Head, trunk and tail from E10.5 wild-type embryos were collected separately and
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mechanically disrupted to produce a single cell suspension prior cross-linking with 1%
formaldehyde in PBS for 15 min at room temperature. Cross-linking was stopped by adding
glycine to a final concentration of 0.125M. Extracts were then disrupted into crude lysates
in 2ml of swelling buffer (SmM Pipes pH8.0, 85mM KCI, 1% NP-40 and protease
inhibitors), equilibrated 20 min on ice, and centrifuged for 5 min at 3000 rpm at 4°C. The
pellets were eluted in 1ml of nuclear lysis buffer (50mM Tris-HCI pHS8.0, 10mM EDTA,
1% SDS) and protease inhibitors (Complete Mini-EDTA-free; Roche Diagnostics) and
submitted to two successive rounds of sonication using a Bioruptor (Diagenode) for a total
of 10 cycles of a 30-sec pulse interrupted by a 30-sec pause at the highest setting in order
to obtain an average DNA size of 300-600-bp. One hundred pg of fragmented chromatin
was incubated overnight at 4°C with Dynabeads linked to protein G (Invitrogen) and 2ug
of rabbit anti-CDX1 and anti-CDX2 antibodies (provided by Dr D. Lohnes), mouse anti-
CDX4 (Abnova), rabbit anti-HOXAO9, rabbit anti-HOXB9, goat anti-HOXD10, rabbit anti-
HOXD12 antibodies, rabbit anti-H3 antibody (Abcam), or control rabbit IgG (Santa Cruz
Biotechnology). Inmunocomplexes were washed three times respectively with 0.5ml of
low salt immune complex wash buffer (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM
Tris-HCI pH8.0, 150mM NaCl), high salt immune complex wash bufter (0.1% SDS, 1%
Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI pH8.0, S00mM NaCl) and LiCl immune
complex wash buffer (0.25M LiCl, 1% IGEPAL-CA630, 1% deoxycholic acid (sodium
salt), ImM EDTA, 10mM Tris-HC] pH8.0). A final wash in 0.5ml of TE buffer (10mM
Tris-HCI pH8.0, ImM EDTA) was followed by centrifugation at 3000 rpm at 4°C for 2
min. Protein-DNA complexes were eluted by adding 100ul of elution buffer (1% SDS,
50mMTris pH8.0, 10mM EDTA) and then equilibrated at 65°C for 15 min. Cross-links
were reversed by adding 200mM NaCl and equilibrated at 65°C overnight. DNA fragments
were purified using a QIAquick gel extraction kit (Qiagen) after a two hours treatment with
RNase followed by a two hours treatment with proteinase K. qPCR analyses were
performed with specific primers listed in Table 4.1. The values for the samples
immunoprecipitated by anti-CDX1, anti-CDX2, anti-CDX4, anti-HOXA9 anti-HOXBO,
anti-HOXDI10, anti-HOXD12 anti-histone H3 and control IgG were recorded as the
percentage relative to input. ChIP results were confirmed by three independent experiments

and qPCR was performed in triplicate for each sample. The ChIP efficiency was calculated
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by dividing the amount of PCR product obtained with the immunoprecipitated DNA by the
amount obtained with the input DNA, as described in Aparicio et al. (2005).

Co-immunoprecipitation (Co-IP) assays

HEK?293 cells were transiently transfected by the calcium phosphate method in 60
mm petri dishes with 10 mg/dish of the pCDNA3-CDX1, pCDNA3-CDX4, pCDNA3-
HOXD4-FLAG and pCDNA3-HOXBO9-FLAG expression vectors, as described in
Sambrook et al. 1989. Transfection of each plasmid was done in duplicate. Chloroquine
was added at a final concentration of 50 mM. Three hours after transfection, the cells were
shocked for 30 seconds at 37°C with 15% glycerol in HEPES-buffered saline. Forty-eight
hours after transfection, protein extracts were obtained after cell lysis in 300 ml of ice-cold
Co-IP buffer (25mM Tris pH 7.5, ImM EDTA, 0.1mM EGTA, SmM MgCl2, 150mM
NaCl, 2mM NazVOg4, 10% Glycérol, 1% Nonidet P-40) and protease inhibitors (Complete
Mini-EDTA-free; Roche Diagnostics)). After 15 minutes on ice, the extracts were
centrifuged at 15,000 g at 4°C for 10 mins. Protein content of the supernatant was
quantified using a Lowry based assay (DC Protein Assay, Bio-Rad) and samples were
stored at -80°C to test extracts (inputs). For Co-IP experiment, 250 ul of proteins extracts
were incubated 2 hours at 4°C with 20 ul of Dynabeads linked to protein G (Invitrogen)
conjugated with 2 pg of rabbit anti-CDX1, mouse anti-CDX4, mouse anti-FLAG (Sigma)
or rabbit anti-FLAG (Sigma). Imnmunocomplexes were washed three times with 1ml of Co-
IP buffer, one time with Nonidet P-40 free Co-IP buffer and resolved on a denaturing 12%
SDS-PAGE, electrotransferred onto nitrocellulose (PALL) and probed overnight at 4°C
with either the (1/2,500), the CDX4 antibody (1/5,000), or the FLAG antibody (1/10,000)
according to manufacturer’s instructions. Membranes were also incubated with a rabbit
anti-ERK antibody (1/20,000; Dr J. Charron) as a loading control. Membranes were then
incubated with the appropriate secondary horseradish peroxidase conjugated antibody: a
donkey anti-rabbit IgG (1/100,000; Jackson ImmunoResearch Laboratories) or a donkey
anti-mouse IgG (1/80,000; Jackson ImmunoResearch Laboratories). Proteins were
revealed by chemiluminescence using the Western Lighting Plus-ECL system

(PerkinElmer) according to manufacturer’s protocol.
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RESULTS

The PsHi 331-bp fragment participates to the MES enhancer activity.

We have previously shown that removal of the PsfI-HindIll DNA fragment of 33 1-
bp, referred as 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 (Tabaries et al., 2005). To
further define the contribution of the PsHi 33 1-bp fragment to the MES activity, a construct
carrying this DNA sequence in 3’ of a Hoxad/lacZ minimal construct was designed and
tested in E12.5 FO transgenic embryos (construct 1; Fig. 4.1B). This Hoxa5/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 1 drove B-
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. 4.1C). 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

Hoxa5 promoter and thus may contribute to the MES enhancer activity.

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 frams-acting factors. By sequence comparison with TFsearch database or
Transcription Element Search System (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess), we
found several binding sites of putative Hox transcriptional regulators, like CDX (Fig.
4.2A), PBX, MEIS et OCT (not shown). To establish whether these proteins can bind to
the PsHi 331-bp fragment, CDX, PBX1A, PBX1B, MEISA and MEISB proteins were
produced in vitro and EMSAs were performed. However, no binding was observed (not
shown). We repeated EMSA experiments with the PsHi-331 bp fragment using E9.5
embryo protein extracts (Fig. 4.2B). Binding complexes were detected (Fig.2B, lane 2) and
further characterization of the specific interactions of the protein extracts 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. 4.2B, lane 6). Depending on the protein extract used, some binding was
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sometimes detected on the first third named PsHiA-115 bp (not shown). No binding was
observed on the last third of the PsHi 331-bp (PsHiC) sequence (data not shown). In
agreement, deletion of the PsHiC sequence from construct 1 had no effect on the enhancer
activity carried by the PsHi 33 1-bp fragment in E12.5 FO Hoxa5/lacZ transgenic embryos
and on its ability to drive lacZ expression in the pv3-pv10 region (construct 2; Fig. 4.1D).
Taken together, these results suggested that the activity of the PsHi-331 bp fragment is
carried by the first two thirds of the PsHi-331 bp and that protein can bind to a 67-bp on
the PsHiB-112 bp (Fig. 4.2B, lane 10).

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 3’ half named Oligo-33 bp (Fig. 4.2B, lane
14). Synthetic oligonucleotides containing successive mutations of the Oligo 33-bp,
namely Oligo 33-bp (mut 1), Oligo 33-bp (mut2), Oligo 33-bp (mut3) and Oligo 33-bp
(mut 4) (Table 4.1), were tested in EMSAs (Fig. 4.2C, lanes 2, 6, 10 and 14). 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 identified in silico (Fig. 4.2C, lane 18).
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. 4.2B-C,
lanes 3, 7, 11, 15 and 19). However, addition of a 100-fold excess of an unrelated SIF1
primer containing a known CDX binding site did not compete (Fig. 4.2B-C, lanes 4, 8, 12,
16 and 20). Thus, despite the presence of a putative binding site for CDX proteins, these
might not be involved in the protein binding to the Oligo-16 bp sequence since SIF1 cannot
efficiently compete for binding. To test if other homeodomain-containing proteins could
bind to the Oligo-16 bp sequence, we directly assessed by EMSA the ability of HOXAS,
HOXD9, HOXD10, HOXD11, CDX1, CDX2, CDX4, PBX1A and PBXIB proteins
produced in vitro to bind to Oligo-33 bp. Unfortunately, no binding was observed with any

of these proteins (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 of the 16 bp sequence
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Figure 4.1. Characterization of MES regulatory element intergenic region in E12.5
FO transgenic mouse embryos

(A) Partial restriction map of the Hoxa4-Hoxa6 genomic region. Black boxes represent
homeoboxes, shaded boxes correspond to translated regions and white boxes indicate
transcribed regions. The arrow shows the transcriptional start site from the Hoxa5 proximal
promoter. Hoxa5 regulatory elements are also indicated: T, Temporal, BSC, Brachial
Spinal Cord; MES, Mesodermal; L/G, Lung/Gut (B) Diagram of the Hoxa5/lacZ constructs
used to generate E12.5 FO transgenic embryos and summary of transgenic expression
analyses. Black triangle (constructs 3 and 7), open triangle (construct 5) and asterisks
(constructs 6 and 7) respectively represent deletion of Oligo 16-bp, deletion of Oligoland
mutation of CDX binding sites. A, Accl; Ap, Apal; Av, Avrll, Bh, BssHIL; E, Fco47111;, H,
Hindlll;, K, Kpnl; R1, EcoRl, P, Pstl; Xb, Xbal, Xh, Xhol. post. bound., posterior boundary;
pv, prevertebrae (C-I) representative E12.5 transgenic embryos stained for f-galactosidase
activity showing the effects of the various constructs on the transgene expression pattern.
Black arrowheads point the posterior limit of transgene expression in the prevertebrae. The

number in the lower left corner of each panel refers to the construct number.
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Figure 4.2. Characterization of the 331-bp PsfI-HindIll DNA fragment by EMSA

(A) Restriction map of the 892-bp Xhol-Hindlll sequence extending from +4.04-kb to
+4.93-kb in the 3' half of the MES regulatory region. The box denotes the location of the
331-bp Pstl-Hindlll regulatory region as defined by transgenic studies. Sequence of the
PsHi 331-bp DNA fragment is indicated. PsHiA, PsHiB and PsHiC used as
probe/competitor in EMSA are underlined. Fragment PsHiB was further divided into 34-
bp, 33-bp and 16-bp subfragments. Boxed nucleotides correspond to putative CDX binding
sites. (B) The capacity of the PsHi 331-bp, PsHi 112-bp, Oligo- 67-bp and Oligo 33-bp to
bind WCE E9.5 embryos extract was tested by EMSA (lanes 2, 6, 10 and 14). Specific
binding complexes were competed by a 100-fold excess of unlabeled probe (lanes 3, 7, 11
and 15) or unrelated SIF1 (CDX binding site) (lanes 4, 8, 12 and 16) (C) The capacity of
the Oligo 16-bp, identified by linker scanning mutagenesis of the Oligo 33-bp, to bind
WCE E9.5 embryos extract was tested by EMSA (lanes 2, 6, 10, 14 and 18). Specific
binding complexes were competed by a 100-fold excess of unlabeled probe (lanes 3, 7, 11,
15 and 19) or unrelated SIF1 (CDX binding site) (lanes 4, 8, 12, 16 and 20). Arrows
indicate the bands corresponding to the binding of an unidentified transcription factor
presents in the protein extract. Comp, competitor; SIF1, Sucrase-Isomaltase Factor 1;

WCE, whole cell extract.
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deletion on transgene expression (construct 3; Fig. 4.1B). Six embryos out of the 10
transgenic embryos obtained presented transgene expression in prevertebrae (Fig. 4.1E).
Together, these results indicated that unknown protein (s) from E9.5 embryonic extracts
could specifically bind to a 16-bp motif enclosed in the PsHi 331-bp fragment, but did not

seem essential to direct Hoxab/lacZ expression in the prevertebral column.

Multiple and distinct MES regulatory sequences mediate Hoxa3/lacZ regional
expression

Our previous works have shown that a AvrII-Eco47111 DNA fragment of 164 bp,
named AvEc-164 bp, acts as a repressor in the caudal part of the embryo to define the
posterior boundary of transgene expression at the level of pv10 (Tabaries et al., 2005). On
the other hand, construct 1 (Fig. 4.1B), carrying the PsHi 331-bp DNA sequence in 3’ of a
Hoxa5/lacZ minimal construct, drove specifically Hoxad/lacZ expression, between
prevertebrae 3 and 10, in four /acZ positive transgenic embryos out of six even in the
absence of the AvEc 164-bp caudal repressor element (Fig. 4.1B-C). Similar results were
observed with construct 2 (Fig. 4.1D), suggesting that DNA sequences located in PsHiA-
PsHiB 227-bp are also important to control Hoxal regional expression. Moreover, deletion
of the 16-bp DNA fragment tends to extend posteriorly Hoxa5/lacZ posterior limit of
expression in the prevertebrae (Fig. 4.1E, black arrowhead). These results suggest that the
binding site located in the 16-bp DNA fragment identified in Figure 4.2C could play a role

in restricting Hoxa5 expression between pv3 and pv10.

To determine if some cooperation exists between the AvEc 164-bp and the PsHi
331-bp fragments, deletion of both the AvEc-164 bp and PsHi-331 bp fragments was tested
(Construct 4; Fig. 4.1B). This resulted in 75% of lacZ positive embryos presenting
posterior extension of Hoxab/lacZ expression in prevertebrae (Fig. 4.1F) compared to 33%
and 29% respectively for individual deletions (construct 1; Fig. 4.1B) (construct 3;
Tabaries et al., 2005), suggesting a potential cooperation between regulatory elements
located in both the AvEc 164-bp and PsHi 331-bp fragments to control Hoxa3 regional

expression.

To gain further insight into the MES, deletions were made to delineate the DNA
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elements enclosed. Deletion of the Oligol sequence, located in the AvEc 164-bp and that
contains two CDX binding sites necessary to establish the Hoxad expression posterior
boundary at the pv10 level was undertaken (construct 5; Fig. 4.1B) (Tabaries et al., 2005).
Construct 5 drove B-galactosidase expression with a loss of the posterior boundary at the
level of pv10 (Fig. 4.1G) in a pattern similar to that observed when the two CDX binding
sites were mutated (constructl2; Tabariés et al., 2005). 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 Tabaries et al., 2005). This result supported a cooperation between Oligol
sequence and other DNA elements for the posterior restriction of the Hoxa5 expression
domain. These DNA elements could be located in the AvEc 164-bp, in the PsHi 331-bp,
such as the 16-bp DNA fragment, and/or in another DNA fragment located in MES
regulatory sequence. Similary, the PsHi 331-bp deletion coupled with the nucleotide
substitution in the CDX binding sites present in the Oligo1 sequence (construct 6; Fig 1B)
posteriorly shifted the Hoxab/lacZ expression boundary in prevertebrea (Fig. 4.1H, black
arrowhead), but not as much as with the complete deletion of both fragments (Construct 4;
Fig. 4.1B, F), suggesting that not only CDX binding sites were important for the AvEc
164-bp function in Hoxa5 regional expression regulation. Finally, the 16-bp deletion in the
PsHi 331-bp coupled with the nucleotide substitution in the CDX binding sites present in
the Oligo1 sequence (Construct 7; Fig. 4.1B) did not seem to have a synergistic action to
specify the posterior boundary of the HoxaS/lacZ transgene at the level of pv10 (Fig. 4.11).
Taken together, these results support the importance of distinct DNA regulatory elements
located in the MES sequences, where some of them are in the AvEc 164-bp and the PsHi
331-bp fragments, to orchestrate proper Hoxa5 regional expression in the cervico-thoracic
region of the axial skeleton. Unlike for the CDX binding sites present in the Oligol
sequence, we did not clearly demonstrate the significance of the 16-bp sequence located in
the PsHi 331-bp fragment neither for the MES enhancer activity nor the Hoxa regional
expression control. Therefore, we focused on the AvEc 164-bp fragment for the rest of the

study.
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Hox gene products bind in vitro to the AvEc 164-bp fragment

To identify any other critical sequences within the AvEc-164 bp sequence
that would be involved in axial regional specification, we first searched for binding sites
of known frans-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. 4.3A). To establish whether HOX
proteins could bind the AvEc-164 bp fragment, we performed EMSA with in vitro
produced murine HOX proteins from different paralogous groups (Fig. 4.3B). 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.
43B, lanes 9, 11, 13, 15, 19, and 21) 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. 4.3B, lanes 10, 12, 14, 16, 20 and 22). No binding was observed with
HOXD4, HOXAS, HOXA7 and HOXA11 indicating the specificity of binding to defined
AbdB-like murine HOX proteins (Fig. 4.3B, lanes 3, 5, 7 and 17). To delineate the DNA
element that bind these HOX proteins, EMSAs were performed using either the wild-type
AvEc-164 bp fragment (WT) or, versions of the AvEc-164 bp fragment carrying deletion
of the ABDB binding site (AHoxBS) or the Oligol sequence (AOligol) (Fig. 4.3C). These
experiments revealed that the above-mentionned binding did not occur to the HOX binding
site found by TRANSFAC analysis (lanes 9-12) but rather via the Oligol sequence (lanes
15-18), since deletion of Oligol sequence prevented HOX proteins binding to the AvEc
164-bp in opposition to deletion of AbdB binding site. Together, these observations
revealed that, in agreement with the concept of posterior prevalence, only HOX proteins
expressed posteriorly to Hoxa5 expression domain such as the AbdB group could bind the

AvEc 164-bp and act as repressors of the Hoxa5 gene expression.

HOXBY protein binds in vivo to the AvEc 164-bp fragment

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.
4 4A). Several proteins present in the extract were able to bind the AvEc 164-bp fragment
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(Fig. 4.4, 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 HOX
specific antibodies (Fig. 4.4A, 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. 4.4A, lanes 4, 6 and 8; Fig.4.4B, lanes 4 and 6). While addition of the anti-
HOXAS9, anti-HOXD10 or anti-HOXD12 antibodies to the embryo protein extract-AvEc
164-bp reaction did not modify the pattern of bands (Fig. 4.4A, lanes 11, 13 and 14),
addition of the anti-HOXB9 antibody to the embryo protein extract-AvEc 164-bp reaction
led to a near-complete loss of complex formation (Fig. 4.4A, lane 12). Taken together,
these results demonstrated that the HOXBO protein present in E9.5 embryo protein extract
could bind specifically the Oligol sequence. Thus, HOXB9 protein appears to be a
potential regulator for the correct positioning of the posterior boundary of Hoxas

expression in the upper thoracic region along the axial skeleton.

To confirm whether the CDX and HOX binding sites identified in the AvEc 164-
bp DNA regions occur in vivo, a ChIP assay was performed on cross-linked chromatin
isolated from either head, trunk or stomach of E10.5 wild-type mouse embryos (Fig. 4.4C).
DNA from the immunoprecipitate was subjected to qPCR analyses with specific primers
for the AvEc 164-bp sequence. In both trunk and tail chromatin extracts, all CDX members
were recruited to the AvEc 164-bp region, but the CDX4 protein bound with more affinity
than CDX2 and CDXI, consistent to what was observed by EMSA in Tabari¢s et al, 2005.
Furthermore, data obtained by supershift assays were confirmed since only the HOXB9
protein was recruited to the AvEc 164-bp region in vivo. Interestingly, proteins recruitment
to the AvEc 164-bp region were more important using chromatin isolated from tails of
E10.5 embryos compared to trunks extracts. This could be in part explained by the presence
of a mix population of expressing and regionally restricted Hoxa5 cells in the trunks
chromatin extract, whereas all cells in the tails extract might need HOXB9 and CDX4 to
negatively regulate Hoxa5 expression. Finally, heads chromatin extract, which is not
expected to contain neither CDX proteins, nor posterior HOX proteins, and do not express

Hoxa5, was used as a negative control in our ChIP experiments.
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Figure 4.3. Characterization of the 164-bp AvrlI-Eco47111 DNA fragment by EMSA

(A) Restriction map of the 892-bp Xhol-Hindlll sequence extending from +4.04-kb to
+4.93-kb in the 3' half of the MES regulatory region. The box denotes the location of the
164-bp Avrll-Eco4 7111 regulatory region as defined by transgenic studies. Sequence of the
AvEc 164-bp DNA fragment is indicated and sequence of the Oligol fragment is
underlined. Boxed nucleotides correspond respectively to a putative AbdB-like HOX
binding site, a PBX binding site and the two previously described CDX binding sites in
Tabari¢s et al., 2005. (B) The capacity of the AvEc 164-bp fragment to bind HOX proteins
produced in vitro was tested by EMSA (lanes 3, 5, 7,9, 11, 13, 15, 17, 19 and 21). Specific
binding complexes were competed by a 100-fold excess of unlabeled probe (lanes 10, 12,
14, 16, 20, 22). HOXA9, HOXB9, HOXD9, HOXD10, HOXD11 and HOXD12 proteins
have the ability to bind the AvEc 164-bp sequence but not HOXD4, HOXAS, HOXA7 and
HOXAT11 proteins (lanes 3, 5, 7 and 17). (C) EMSA with HOX and CDX4 proteins
produced in vitro using the AvEc 164-bp fragment (WT) (lanes 1-6), the AvEc 164-bp with
a deletion of the HOX binding site (AHOXBS) (lanes 7-12) and the the AvEc 164-bp with
a deletion of the Oligol sequence (AOligol) (lanes 13-18) as probes. HOX binding was
only lost when the Oligol sequence was deleted suggesting that the binding of HOX

proteins occurred via Oligol. Comp, competitor; R L., Reticulocyte lysate
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Figure 4.4. In vivo detection of HOXBY protein binding to the AvEc 164-bp region

(A) EMSA with the AvEc 164-bp fragment and in vitro-translated proteins (HOXAO,
HOXB9 and HOXD10) (lanes 3-8), or E9.5 embryonic protein extract (lanes 10-14). The
specificity of the anti-HOXBO antibody was confirmed by the observation of a decreased
binding only in the presence of the HOXBO protein (lanes 4, 6 and 8). A near-complete
loss of one AvEc 164-bp-WCE E9.5 complex was observed in the presence of the anti-
HOXBO9 antibody (lane 12), but not when Anti-HOXA9, anti-HOXD10 and anti-HOXD12
antibodies were added (lanes 11, 13 and 14). (B) Anti-HOXD10 and anti-HOXD12
antibody also produced specific supershifts with their respective antigen (lanes 4 and 6).
Ab, antibody; R. L., Reticulocyte lysate; WCE, whole cell extract. (C) Schematic
representation and position relative to the Hoxa5 TSS of the AvEc 164-bp fragment in the
3" end of the MES regulatory sequence. The black circle represents the AvEc 164-bp
fragment identified by a transgenesis approach. The position of the qPCR fragment
corresponding to AvEc 164-bp amplified sequence is indicated. ChIP analysis of the AvEc
164-bp DNA region in head (H), trunk (Tr) and tail (Ta) from E10.5 mouse embryos,
chromatin was immunoprecipitated with rabbit IgG (negative control), anti-CDX1, anti-
CDX2, anti-CDX4, anti-HOXA9, anti-HOXB9, anti-HOXD10, anti-HOXD12 and anti-
histone H3 (for chromatin integrity control) antibodies. The recruitment of CDX1, CDX2,
CDX4, HOXBY and histone H3 on AvEc 164-bp DNA region was evaluated by qPCR and

is indicated as the percentage of input.
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HOXB9 and CDX4 proteins do not physically interact

As HOX proteins binding on the AvEC 164-bp do not occur via the AbdB-like
HOX binding site, but rather via the Oligo1 sequence (Fig. 4.3C; Fig. 4.5A, lanes 2-5), and
since both HOXB9 and CDX4 proteins are the major players in AvEc 164-bp regional
control of Hoxa5 expression (Fig. 4.4; Tabariés et al., 2005), we have further characterized
interactions between HOXB9, CDX4 and Oligol by EMSA. While the loss of CDX4
protein binding was already described (Tabariés et al, 2005), mutation of the two CDX
binding sites in Oligol sequence (Oligol mutCDXBS, see also Table 4.1) led to binding
disruption of homeodomain containing proteins (Fig. 4.5A, lanes 10-14). These results
suggest that HOXBO could physically interact with CDX4, physically interact with another
protein that binds a DNA sequence overlapping CDX binding site or directly bind the CDX
binding sites located in Oligol DNA sequences.

To further establish the relation between HOXB9 and CDX4, we investigated if
these two proteins interact physically via the Oligol sequence. The absence of shift
modifications observed by EMSA, such as an additional shift, a shift loss or a supershift,
when in vitro HOXB9 and CDX4 proteins were added simultaneously to Oligol sequence,
compared to individually, suggested that they do not heterodimerise to bind the Oligol
DNA sequence (Fig. 4.5A, lanes 2, 4 and 7). Moreover, CDX4 in vitro protein seemed to
preferentially bind Oligol sequence than HOXBO9 did, as the CDX4-HOXB9-Oligol
binding profile (lane7) observedis more similar to CDX4-Oligol (lane2) than to the
HOXB9-Oligol (lane4) binding profile. On the other hand, both proteins were found
bound to Oligo1 with the E9.5 embryos proteins extract (lane 8; black arrows), suggesting
that CDX4 and HOXBY9 compete for binding on Oligol sequence. This competition
hypothesis for binding sites between CDX4 and HOXBO was also tested using a gradient
binding assay (Fig. 4.5B). At the same concentration (Fig. 4.5B, lanes 2-6 versus lanes 7-
11), CDX4 binding was weaker in the presence of HOXBY in vitro protein compared to
what was observed in absence of HOXBO (Fig. 4.5B, lanes 6 versus 11), suggesting that
HOXB9 and CDX4 compete for binding sites to fulfill their role in controlling Hoxa5
regional expression through an interaction with a 25-bp DNA sequence (Oligol) located

in AvEc 164-bp fragment.
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Besides binding displacement hypothesis, in which CDX4 protein binds Oligol
with higher affinity than HOXBO9 protein, another possibility was that CDX4 tethered
HOXBO9 protein from its binding sites via physical interactions. To test this hypothesis, we
co- transfected HEK293T cells with DNA constructs containing Cdx4 and Hoxb9-Flag
mRNA and undertook co-immunoprecipitation (ColP) assays. Since HOXD4-CDX1
heterodimer was previously reported in the literature (Lafontaine et al, 2012), we initially
reproduced that experiment as a positive control (Fig. 4.5C). We then assessed interaction
between CDX4 and HOXBY9. However, our ColP experiments did not allow us to
demonstrate any physical interaction between HOXB9 and CDX4 proteins in HEK 293T,
suggesting that both transcription factors act independently as repressors of Hoxad
expression in prevetebrea rather than synergically. This data also gives a new molecular
perspective supporting the posterior prevalence concept, since Cdx4 and Hoxb9 anterior
expression boundaries, located at somites 11-12 and 12-13 respectively (Chen and
Capecchi, 1997; van den Akker et al., 2002; Gaunt et al., 2005), will restrict Hoxas
expression domain to the presumptive cervico-thoracic region by positioning its posterior

expression limit to somite 10 in E9.5 embryo (Larochelle et al., 1999).

DISCUSSION

To better define the mechanisms regulating Hoxa5 gene expression 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. In addition to the MES, regulatory sequences include the BSC sequence,
which specifically drives Hoxa5 gene expression in the brachial region of the spinal cord
from E11.0 to E13.0 as well as the lung/gut sequence, located in the Hoxa4-Hoxas
intergenic region (Tuggle et al., 1990; Larochelle et al., 1999; Nowling et al., 1999; Moreau
and Jeannotte, 2002; Tabaries et al., 2005; Bérubé-Simard et al., 2014).
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Figure 4.5. HOXB9 and CDX4 proteins do not physically interact

(A) EMSA with HOX and CDX4 proteins produced in vitro, or protein extracts from E9.5
embryos, and Oligol (lanes 1-8) or Oligol mutCDXBS (lanes 9-14). The loss of HOX
protein binding on oligol mutCDXBS (lanes 11-14) indicated that mutations of the two
CDX binding sites disrupt HOX protein binding. The loss of CDX4 protein binding was
already described in Tabariés et al, 2005. HOXB9 and CDX4 proteins did not interact
physically on the Oligol sequence since no additional larger band (or shifted band) was
observed when both was added simultaneously (lanes 2, 4 and 7). Moreover, CDX4 in vitro
protein seemed to preferentially bind Oligol sequence than HOXBO9 did, whereas both
proteins were found bound to bind Oligol in the E9.5 embryos proteins extract (lane 8;
black arrows) (B) EMSA with a increasing amount of CDX4 in vitro protein (lanes 2-6, 7-
11) in presence of a fixed amount of HOXB9 in vifro protein (lanes 7-11) and Oligol.
HOXB9 and CDX4 proteins compete for the Oligol sequence since CDX4 binding was
weaker when HOXBO protein was added (lanes 5-6, 10-11). R L., Reticulocyte lysate;
WCE, Whole cells extract (C) ColP by which interaction of CDX1 with HOXB4-FLAG
protein in HEK293T cells was confirmed as described in Lafontaine et al., 2012. (D) ColP
by which no interaction of CDX4 with HOXB9-FLAG protein in HEK293T cells was
observed. Transfection efficiency was tested by western blot on transfected cells (Input).
Mock lanes consist of HEK293T transfected with empty pCDNA3 plasmid. IP,

Immunoprecipitation; WB, Western blot.
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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 another regulatory element,
the PsHi-331 bp fragment that likely participates in MES restriction of Hoxa) activity in
the pv3-pv10 region as well as in its enhancer activity (Fig. 4.1C). Proteins from E9.5
embryo extracts can physically interact with the PsHi 33 1-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. However, construct 3 carrying deletion of
the 16-bp sequence does not abolish Hoxa5/LacZ expression in prevertebral column (Fig.
4.1E), suggesting that the 16-bp sequence is not essential for enhancer activity.
Interestingly, the 16-bp motif seems involved in MES restriction of Hoxa5 expression to
the cervico-thoracic level, since its deletion posteriorly extends Hoxa5 expression domain
in prevertebrae. 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 motifs could be required for restricting Hoxa5 expression. This
hypothesis could also explain why deletion of the 16-bp motif in PsHi 331-bp combined to
mutations of the two CDX binding sites in AvEc 164-bp fragment do not recapitulate the
effect on Hoxa5 expression posterior boundary generated by the complete deletion of both
fragments combined to mutations of the two CDX binding sites in AvEc 164-bp fragment
(Fig. 4.11; Tabaries et al., 2005). Consequently, our analysis indicates that coordination
between different cis-acting regulatory elements is needed to fully reproduce the correct

spatial Hoxa5 gene profile.

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 Hoxa5, as delineated by the axial skeletal phenotype
observed in Hoxad mutant mice, are restricted to the pv3-pv10 region (Jeannotte et al.,

1993; Aubin et al., 1998; Bérubé-Simard and Jeannotte, 2014). Posterior restriction at the
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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 Hoxal 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;
Coulombe et al, 2010; Boucherat et al, 2013). As the 1.8 kb transcript encodes 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 Hoxa3 regional

expression in its functional domain.

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 (Tabaries 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 directed by CDX4. Indeed, in vivo detection of CDX4 protein
binding occurred with E10.5 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 Cdx+ inactivation and caused homeotic transformations in the domain
where Hoxa5 would have been ectopically expressed. Furthermore, no effect on the Hoxa5
expression pattern was observed in E8.5 Cdx4 mutants (J. Deschamps and L. Jeannotte,
unpublished data). One possibility is that CDX4 is involved in Hoxad expression along
the AP axis earlier than E8.5, while other homeobox-containing factors, such as HOXBO,
could gradually take over later to regionally restrict Hoxad expression in

somites/prevertebrae. Thus, HOXBO expression would prevail over potentially ectopically-
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expressed Hoxa’ gene due to Cdx4 gene inactivation , as stated by the concept of posterior
prevalence. However, we cannot exclude the possibility that CDX4 does not play a

preponderant role in controlling Hoxa5 expression in prevertebrae.

In the present study, we demonstrated that HOX proteins produced in vifro could
bind the AvEc 164-bp repressive sequence restricting Hoxa5 gene expression caudally to
pv10. Interestingly, only proteins encoded by murine orthologs of the Drosophila 4bdB
gene can do so (Fig. 4.3B). Among these, HOXB9 emerges as the potential in vivo frans-
acting factor in Hoxa5 regulation. Interestingly, as reported with CDX protein, HOXB9
protein binding was disrupted by mutation of the two CDX binding sites enclosed in the
Oligol sequence. From these results, it could be hypothesized that CDX4 and HOXB9
proteins cooperate, compete, or act independently for the binding to this sequence at
specific stage during AP axis patterning. However, data collected using EMSA gradient
assay and ColP suggested that both proteins compete for the CDX binding site, or bind
independently different sequence included in Oligo1, especially since a hypothetical PBX
binding site predicted in silico by TRANSFAC analysis is overlapping the first CDX
binding site (Fig. 4.3A). Thus, we cannot rule out the possibility that CDX4 binding
prevent HOXB9-PBX heterodimer to bind Oligo1 sequence by steric hindrance. Although
we have shown the importance of the Oligo1 sequence, the impact of the 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 (Fig 4.1B, G;
Tabaries et al., 2005). In fact, other proteins specifically bind the AvEc-164 bp fragment
(Fig. 4.4A, lanes 10-14) suggesting the possible cooperation between several factors for

the establishment of the correct Hoxa5 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 mechanism 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
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ectopically expressed gene (Gonzalez-Reyes and Morata, 1990; Mann and Hogness, 1990).
However, not much is known about the way this posterior prevalence is achieved. Several
strategies have been postulated to explain the suppressive mechanism by which a posterior
Hox gene imposes its functional dominance (Kmita and Duboule, 2003). For instance, it
was proposed 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 Hoxh9 gene possesses an anterior
boundary of expression at the pv10/11 level in E12.5 embryos, which corresponds to
Hoxa posterior boundary (Chen and Capecchi, 1997, Larochelle et al., 1999; Tabaries et
al. 2005; Coulombe et al. 2010). It could be hypothesized that CDX4 protein, whose
anterior expression boundary corresponds to Hoxa’ posterior expression boundary (somite
7), initiates and maintains Hoxa5 expression domain restriction until E8.5. Since CDX
proteins are known to activate Hoxb9 gene expression along the AP axis (van den Akker
et al, 2002), CDX4 could participate to Hoxb9 gene expression between E8.5-10.5, where
both proteins restrict Hoxa5 expression domain to pv3-pv10. Then, HOXB9 could take
over completely CDX4 task, whose expression is turned off around E10.75 (Gamer and
Wright, 1993), and binds the AvEc-164 bp sequence to prevent the expression of the major
1.8 kb Hoxa$ transcript caudally to pv10. 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/ChIP experiments, it remains to be tested if other
caudally expressed HOX proteins would act on the Oligol sequence to restrict the Hoxad
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 pvl1 (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
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of its functional domain. How the binding of HOXBO protein represses the Hoxa5 gene
caudally to pv10 still remains unknown. However, it could be hypothesized that the
HOXBO9 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.

In summary, our work gives insights into the complex mechanisms by which #ramns-
acting factors participate to 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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AVANT-PROPOS

Lors du développement embryonnaire, il est nécessaire que le principe de
colinéarit¢ d'expression des genes Hox soit respecté¢ afin que l'intégrité du plan
d'organisation normal de l'embryon soit maintenue. En d'autres termes, 1'organisation
génomique au sein des complexes doit étre conservée pour que la régulation spatio-
temporelle des genes Hox soit orchestrée précisément. Le gene Hoxa) ne fait pas exception
a la regle, puisque son locus englobe plusieurs transcrits qui se chevauchent et qui ont été
mis en évidence grace a des expériences de buvardage Northern, de SSRACE, de 3' RACE
et de RT-PCR. L'unité transcriptionnelle du gene Hoxad génére 5 différents transcrits
susceptibles de coder pour la protéine HOXAS. Premiérement, on retrouve le transcrit
majeur de 1.8 kb, initié a partir du promoteur proximal (P) du géne Hoxa5 et qui porte les
deux exons du géne. Ensuite, trois longs transcrits polyadénylés de 5.0, 9.5 et 11.0 kb sont
initiés a partir d'un promoteur distal (D2) situé dans les séquences en aval du gene Hoxa?7.
Enfin, un transcrit de 5.0 kb initié a partir du promoteur du gene Hoxa6 (D1) pourrait lui
aussi étre bicistronique et coder a la fois pour les protéines HOXA6 et HOXAS. De plus,
un autre codon ATG, situé a 333 pb en amont du promoteur proximal du géne Hoxa$5, est

théoriquement en mesure de générer une protéine HOXAS allongée (381 aa).

A la lumiére de ces informations, nous avons entrepris la caractérisation de ces
différents longs transcrits afin de comprendre leurs roles dans la fonction et la régulation
de ’expression des genes Hox. L'efficacité des deux promoteurs distaux (D1 et D2) a initier
une expression de type "Hox-like" a été confirmée par transgenése au sein de constructions
comprenant le géne rapporteur /acZ de méme que I'élément de régulation MES (+2.9 kb a
+4.9 kb par rapport au promoteur proximal du géne Hoxa3). Ensuite, des expériences
d'hybridation in situ de 'ARN ont permis de constater que l'expression des différents
transcrits respecte le principe de colinéarité, puisqu' une sonde reconnaissant seulement les
longs transcrits dévoile un profil d'expression plus postérieur que celle reconnaissant tous
les transcrits du geéne Hoxal. Par analyse différentielle, le profil d'expression du transcrit
majeur de 1.8 kb semble correspondre a la partie brachiale du tube neural, aux dérivés

mésodermiques entre pv3 et pv10 de méme qu'a la ceinture scapulaire, ce qui correspond
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aux sites dans lesquels la protéine HOXAS est présente, tel qu'observé par

immunofluorescence, ce qui suggere qu'il s'agit du transcrit fonctionnel du gene Hoxas.

Pour ma part, j'ai voulu vérifier la capacité des différents transcrits a générer in vitro
et in vivo les protéines HOXAS ainsi que HOXA®6. J'ai tout d'abord participé a l'élaboration
des différentes constructions d'ADN consistant a l'apposition de 1'étiquette MYC au niveau
de la protéine HOXAS et de I'étiquette FLAG au niveau de la protéine HOXAG6. Ensuite,
tirant avantage du systéme de transcription/traduction de protéines dans les réticulocytes
de lapin, j'ai démontré le potentiel de tous les transcrits testés a générer la protéine HOXAS,
de méme que la protéine HOXAG a partir des transcrits le permettant (Fig. 5.7A).
Toutefois, lorsque transfectés dans des cellules HEK293T, seulement le transcrit de 1.8 kb
est en mesure de produire la protéine HOXAS, alors que seul le transcrit de 5.0 kb initié a

partir du promoteur du geéne Hoxa6 (D1) produit la protéine HOXAG6 (Fig. 5.7B-C).

Enfin, la perturbation des longs transcrits engendrée par l'insertion de la cassette de
sélection a la néomycine chez les individus Hoxa6” ne semble pas avoir d'impact sur la
spécification du squelette axial. Par contre, la diminution de l'expression du transcrit
majeur de 1.8 kb chez les souris Hoxa6”" suggére soit une interférence transcriptionnelle
liée a la cassette de sélection, soit des propriétés régulatrices propres aux longs transcrits.

Cette derni¢re hypothése est présentement testée dans le laboratoire.
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ABSTRACT

Background: The genomic organization of Hox clusters is fundamental for the precise
spatio-temporal regulation and the function of each Hox gene, and hence for correct
embryo patterning. Multiple overlapping transcriptional units exist at the Hoxa5 locus
reflecting the complexity of Hox clustering: a major form of 1.8 kb corresponding to the
two characterized exons of the gene and polyadenylated RNA species of 5.0, 9.5 and 11.0
kb. This transcriptional intricacy raises the question of the involvement of the larger

transcripts in Hox function and regulation.

Methodology/Principal Findings: We have undertaken the molecular characterization of
the Hoxas larger transcripts. They initiate from two highly conserved distal promoters, one
corresponding to the putative Hoxa6 promoter, and a second located nearby Hoxa?.
Alternative splicing is also involved in the generation of the different transcripts. No
functional polyadenylation sequence was found at the Hoxa6 locus and all larger transcripts
use the polyadenylation site of the Hoxa5 gene. Some larger transcripts are potential
Hoxa6/Hoxa5 bicistronic units. However, even though all transcripts could produce the
genuine 270 a.a. HOXAS protein, only the 1.8 kb form is translated into the protein,
indicative of its essential role in Hoxa5 gene function. The Hoxa6 mutation disrupts the
larger transcripts without major phenotypic impact on axial specification in their
expression domain. However, Hoxa5-like skeletal anomalies are observed in Hoxa6
mutants and these defects can be explained by the loss of expression of the 1.8 kb transcript.
Our data raise the possibility that the larger transcripts may be involved in Hoxa5 gene

regulation.

Significance: Our observation that the Hoxa5 larger transcripts possess a developmentally-
regulated expression combined to the increasing sum of data on the role of long noncoding
RNAs in transcriptional regulation suggest that the HoxaJ larger transcripts may participate

in the control of Hox gene expression.
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INTRODUCTION

Hox genes play a crucial role in specifying regional identity along the body axes
and in regulating morphogenesis during animal development. Inappropriate expression and
mutation of Hox genes can disrupt normal programs of growth and differentiation leading
to malformations, tumor formation, and even death [1]. In mammals, 39 Hox genes are
distributed over four clusters sharing a similar organization that reflects the relationship
existing between the relative position of each Hox gene along the cluster, its expression
domain in the embryo and its temporal onset. Hox genes have RNA expression domains
extending from the caudal end of the embryo to a defined anterior limit. The resulting
spatio-temporal profile of Hox gene expression during embryogenesis correlates with the
arrangement of the clusters: the 3' most genes being expressed earlier and in more anterior
domains than the 5' located ones [2]. Consequently, the clustered organization appears
fundamental for the precise spatio-temporal regulation and the function of each Hox gene

and hence for the correct patterning of the embryo.

How Hox gene expression is modulated along the developing axes still remains
elusive. Our initial knowledge of the regulatory mechanisms governing Hox gene
expression comes mostly from transgenic mice studies, which have shown that Hox
dynamic expression patterns result from positional information transducing via
transcription factors that interact with a combination of positive and negative cis-acting
sequences to differentially control Hox gene expression in a spatio-temporal and tissue-
specific fashion. However in most cases, only limited subsets of the proper spatial and
temporal expression patterns are reconstituted by the transgenes. A likely explanation is
the presence of complex and overlapping transcriptional units in Hox genes that implies
dispersed regulatory regions in the clusters [3—5]. There is also evidence for the integrated
regulation of neighboring Hox genes through the sharing, the competition and/or the
selective use of defined cis-acting sequences [6—8]. Moreover, global enhancer sequences
located outside the Hox clusters can coordinate the expression of several genes in a
relatively promoter-unspecific manner [9-12]. Finally, large-scale chromatin remodeling

events participate to the regulation of Hox loci [13,14].
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Hox RNAs and HOX proteins can colocalize, which reinforces the notion that
transcriptional control is a primary mechanism for Hox gene regulation. However in some
instances, HOX proteins are detected in a subdomain of the RNA pattern suggesting the
existence of post-transcriptional control [8,15]. The discovery of microRNAs that can
mediate the targeted degradation of specific Hox transcripts has unveiled an additional
level of regulation of Hox gene expression [16,17]. In addition, antisense transcripts and
long noncoding RNAs are found throughout Hox clusters and they are proposed to be part
of the epigenetic regulation of Hox gene expression [ 18-22]. Altogether, these data indicate
that a complex array of different modes of regulation is essential for the proper spatio-

temporal Hox gene expression.

To fully understand the regulatory events governing Hox gene expression, we are
using as a model the Hoxa5 gene. This gene plays a crucial role during embryogenesis as
well as being involved in tumorigenesis [23-25]. In the developing embryo, Hoxa$ is
expressed in the neural tube caudal to the posterior 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 [26— 31]. We
have shown that the loss of Hoxa5 function in the mouse affects a well-defined subset of
structures mainly located at the cervico-thoracic level [23,26,27,32,33]. Aside from
morphological defects in foregut derivatives and mammary glands [26,29,34,35], the
targeted disruption of the Hoxa5 gene perturbs axial skeleton identity between pv3 and
pv10, the anterior-most region of the Hoxa5 domain of expression along the prevertebral

axis [23,27].

Polyadenylated transcripts of 1.8, 5.0, 9.5 and 11.0 kb in length encompassing
Hoxa35 coding sequences are produced in the embryo. They are also detected after birth in
a tissue-specific fashion [23,36]. The 1.8 kb transcript is the most abundant and it
corresponds to the two characterized exons of the Hoxa5 gene [37]. It encodes the 270
amino acid (a.a.) HOXAS protein. Previous RNAase protection assays have shown that the
larger forms initiate more upstream from sequences that remain to be identified [37].
Differences in the expression profile of these different transcripts are also observed: the

1.8 kb transcript is expressed as early as embryonic day (E) 8.0-8.25, whereas the larger
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transcripts are first detected around E8.5-8.75 [32]. The larger transcripts are present in
more posterior structures of the embryo with an anterior limit of expression in the pv
column corresponding to pv10, while that of the 1.8 kb transcript is pv3. In the neural tube,
a posterior shift was observed for the larger transcripts [32]. Similarities between the
Hoxa7 expression profile and that of the larger transcripts indicate that they may share

regulatory mechanisms [38].

The presence of multiple overlapping transcriptional units at the Hoxa3 locus
suggests that Hoxa5 gene regulation may be complex. Using a transgenic approach, we
have shown that several DNA control elements located both upstream and downstream the
Hoxas coding sequences are involved in the expression of the 1.8 kb transcript [32,39-41].
An intricate situation prevails as some of these regulatory sequences are shared with the
flanking Hoxa4 gene, while others overlap with the Hoxa6 coding sequences [32,39,42].
The presence of larger transcripts encompassing the Hoxas coding sequences also implies
that more DNA regions involved in Hoxad gene regulation may be distributed along the

cluster.

To assess the importance of the Hoxa5 larger transcripts in Hoxa3 gene function
and regulation and to eventually define how they integrate in the developmental program,
we have undertaken their molecular characterization. Our data revealed the complex
organization of the different transcriptional units encompassing the Hoxad and Hoxa6 loci.
It results from the use of three specific promoters and alternative splicing. Even though all
these transcripts can potentially produce the genuine 270 a.a. HOXAS protein, only the 1.8
kb form appears to generate the protein. Furthermore, the Hoxa5 functional domain along
the embryonic axis coincides with the expression region of the protein, where the larger
transcripts are excluded. This pinpoints at the 1.8 kb form as the Hoxa5 functional
transcript in regional specification and leaves opened a role for the larger transcripts as

long noncoding RNAs.
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RESULTS

Molecular characterization of the Hoxa$5 alternate transcripts

Previous northern analysis of polyA” RNA from mouse embryo using a DNA probe
corresponding to the 3'-untranslated region of the second exon of the Hoxa5 gene has
shown that polyadenylated transcripts of approximately 1.8, 5.0, 9.5 and 11.0 kb in length
contain sequences from the Hoxa5 locus [23]. The 1.8 kb transcript corresponds to the
putative Hoxal transcript as demonstrated from cDNA sequence analyses [36,37]. We thus
aimed to determine the molecular origin of the larger transcripts. To do so, we applied a
series of molecular approaches, and by merging all the data obtained from northern, 3'- and
5'-RACE, RT-PCR and cDNA analyses, we established a schematic representation of the
major Hoxa3 transcripts produced in the e12.5 mouse embryo (Fig. 5.1).

First, we performed northern analyses with E12.5 mouse embryo polyA™ RNA
using as antisense riboprobes several genomic fragments encompassing Hoxad and
flanking Hox genes (Fig. 5.2). The RNA was obtained from wild-type (wt), Hoxa5"" and
Hoxa6”~ embryos. We took advantage of the mutant forms of the Hoxa5 and Hoxa6
transcripts produced in Hoxa5"~ and Hoxa6”" mice, respectively. These mutant transcripts
are 1 kb larger than the endogenous ones due to the insertion of a 1 kb neo cassette into the
homeobox sequence of each gene [23,43,44]. This difference in length allowed us to
distinguish the alternate Hoxa5 transcripts among the several products detected. Northern
analyses of polyA" RNA from wt and Hoxa3"~ embryos revealed that the 1.8, 5.0, 9.5 and
11.0 kb transcripts contained the two Hoxa5 exons and they were all affected by the
insertion of the neo cassette into the Hoxad mutant allele as previously shown (probes 13
and 16; Fig. 5.2) [23]. Moreover, these sense transcripts were all transcribed from the same
DNA strand. The 1.8 kb transcript corresponded to the two Hoxa5 exons. As shown by
probes 2 to 12, the 5.0, 95 and 11.0 kb RNA species initiated in the Hoxa6-
Hoxa7intergenic region further upstream from the identified 1.8 kb transcript start site
(position +1; Figs. 5.1 and 5.2) [37]. These larger transcripts contained the Hoxa6
sequences and they showed the expected shift in size in Hoxa6”- RNA due to the presence

of the neo cassette [44]. A complex splicing pattern also prevailed explaining the difference
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in length between the 5.0, 9.5 and 11.0 kb transcripts. The Hoxa6 intron sequences were
only detected in the 11.0 kb transcript (probe 8; Fig. 5.2), while some Hoxa6-Hoxa7
intergenic sequences did not hybridize to the 5.0 kb band (probes 2, 4 and 5; Fig. 5.2). Faint
bands approximately 1 kb larger than the expected transcripts were also distinguished in
the wt specimens with probes 14 and 15 that correspond to Hoxa3 intron sequences,
suggesting that transcripts with unspliced Hoxa5 intron sequences may exist at low
abundance (Fig. 5.2). Additional bands of about 2.5 kb in length were detected with the
Hoxa6-Hoxa7 intergenic probe 3. Their origin was not investigated but they could
correspond to RNA species initiating in the Hoxa6-Hoxa7 intergenic region that skip the
Hoxa6 and Hoxa5 loci to continue further downstream in the Hoxa4-Hoxa5 sequence, like
the GenBank mRNA AKO051552, or extend towards the vicinity of the Hoxa3 gene, as the
Y11717 mRNA (GenBank). Finally, all 1.8, 5.0, 9.5 and 11.0 kb transcripts ended at the
same polyA site at the 3' end of Hoxa5 exon 2 (position +2637) as revealed by 3'-RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends) experiments. This was also demonstrated by the lack
of hybridization in northern analysis with a riboprobe located in genomic sequences 3' to
the Hoxa5 polyA site (Fig. 5.2; data not shown). To map the transcriptional start site of the
larger Hoxa5 transcripts, we designed a 5'-RACE strategy based on the data obtained from
the northern analyses. We used different sets of primers specific either to the 9.5 and 11.0
kb transcripts (primer 1) or located in sequences shared by the 5.0, 9.5 and 11.0 kb
transcripts (primers 2 and 3; Fig. S5.1A). Clones obtained with primer 1 indicated that the
9.5 and 11.0 kb transcripts initiate in the Hoxa6-Hoxa?7 intergenic region at position —8905
bp, which is about 2.3 kb downstream of the 3'-end of Hoxa7 gene. With primers 2 and 3,
5'-RACE products revealed the presence of a 4.6 kb intron and an initiation site coinciding
with that of the largest transcripts at position —8905 bp. A second population of clones was
also obtained with primer 2 with a transcription start site at position —4409 bp, which
corresponds to the putative first base of Hoxa6 exon 1. Thus, two distal promoters, one
related to the Hoxa6 gene (promoter D1) and a more distal one located dowstream the
Hoxa7 gene (promoter D2), participate in the production of the Hoxa3 alternate transcripts

(Fig. 5.1).
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Figure 5.1. Schematic representation of the different transcripts encompassing Hoxa3
sequences in the e12.5 mouse embryo.

Genomic organization of the Hoxa5, Hoxa6 and Hoxa7 genes along the HoxA cluster.
Black, grey and open boxes indicate homeobox, translated and transcribed sequences,
respectively. The two known exons of Hoxa5 and the two in-frame ATG are represented.
Position +1 corresponds to the transcription initiation site of Hoxa5 exon 1. The 3' non-
coding sequences of Hoxa6 exon 2 extend further downstream into the Hoxa6-Hoxas
intergenic region and the adjacent Hoxal coding sequences and they are indicated by dotted
lines. The ATG of the putative HOXAG6 protein is indicated. The promoters driving
expression of the different transcripts are shown: proximal promoter, P; distal promoters
D1 and D2. The transcripts are represented underneath based on northern, 5'-RACE, 3'-
RACE and RT-PCR assays used to define their molecular structure. Hoxa5 intron is
represented by a dotted line to indicate the non-spliced isoforms. The longest ORFs
deduced from the sequence of each transcript are represented by waved lines: the 270 a.a.
HOXAS protein, the 381 a.a. HOXAS isoform and the HOXAG protein. Ba, BamHI;, H,
Hindlll; R1, EcoRI;, Xh, Xhol.
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Figure 5.2. Molecular characterization of Hoxa3 transcripts by northern analysis.
(A) Genomic organization of the Hoxa3, Hoxa6 and Hoxa7 genes along the cluster. Black,
grey and open boxes indicate homeobox, translated, and transcribed sequences,
respectively. Probes used for northern analyses are indicated by numbered lines (1-17).
(B) Northern analyses of polyA” RNA from E12.5 wild-type, Hoxa5”"and Hoxa6”" mouse
embryos were performed with probes covering the genomic region located between Hoxas
and Hoxa7. The mutated form of the Hoxas5 transcripts produced in Hoxa5” mice are 1 kb
larger than the endogenous ones due to the insertion of the neo cassette into the homeobox
sequence. A similar situation prevails for the Hoxa6 mutation where the insertion of the
neo cassette in the Hoxa6 homeobox sequence also disrupts all transcripts encompassing
the Hoxa5 and Hoxa6 loci, except the 1.8 kb form. The 5.0, 9.5 and 11.0 kb transcripts
contain Hoxa5 exons 1 and 2 sequences but initiated further upstream of the known 1.8 kb
transcript start site in the Hoxa6-Hoxa7 intergenic region. The difference in length between
the 9.5 and 11.0 kb transcripts is due to the Hoxa6 intron sequences present only in the
11.0 kb transcrit (probe 8). All transcripts end at the same polyadenylation site at the 3' end
of Hoxa5 exon 2 since no hybridization was observed by northern analyses with probes
covering more than 1 kb of genomic sequences 3' to the Hoxa5 polyA site (probe 17; data
not shown). The lines on the left of northern blots 14 and 15 indicate Hoxa5 nonspliced
isoforms that are 1 kb larger. Gapdh was used as a loading control. A, Accl; B, Bg/II; Ba,
BamH]I, E, Eagl;, H, Hindlll; K, Kpnl; R1, EcoRlI; S, Sacl; St, Stul, Xh, Xhol.
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Finally to resolve the molecular structure of the different transcripts, we used
various combinations of primers in RT-PCR experiments (Fig. S5.1B). Sequencing data of
the clones obtained confirmed the importance of alternative splicing in the production

of the various Hoxa5 transcripts and revealed other minor forms (clones pLJ282 and 284).

Figure 5.1 summarizes the molecular characterization of the different Hoxas
transcripts and from this, several observations were made. First, the sequences between the
Hoxa7 and the Hoxa5 genes can be entirely transcribed to give rise to the 11.0 kb transcript.
Second, the 5.0 kb band detected by northern analyses included two main RNA species,
one initiating at position —8905 bp, like the larger forms of 9.5 and 11.0 kb, and containing
a large intron of 4.6 kb (identified as the 5 kb-Hoxa5 transcript), and a second starting at
—4409 bp, from the putative Hoxa6 promoter (identified as the 5 kb-Hoxa6/a5 transcript).
Third, no specific Hoxa6 transcript corresponding solely to the two known Hoxa6 exons
was detected by northern analysis. Indeed, such signal was not observed with a probe
including the putative Hoxa6 exon 1 sequences (probe 7; Fig. 5.2). A weak band of about
2.4 kb in length was seen with the Hoxa6 exon 2 probe containing part of the homeobox
sequence (probe 9; Fig. 5.2). However, it could not correspond to a Hoxa6 transcript since
it did not produce a mutant form 1 kb larger in the Hoxa6”- RNA sample. Sequence blast
of probe 9 against the mouse genome revealed homologies with some Hox genes, the
highest being 94% homology with the Hoxa7 homeobox sequence (data not shown). Since
the 2.4 kb band matched the main transcript seen with probe 1, which included Hoxa7
homeobox sequence, it is likely that this faint band may result from the cross-hybridization

of probe 9 with the major Hoxa?7 transcript.

Our northern and 3'-RACE studies unveiled that all Hoxa35 transcripts use the polyA
site of the Hoxa5 gene. Search for polyadenylation sequences at the Hoxa6 locus did not
reveal the presence of a consensus site nearby the presumptive 3'-end of the Hoxa6 gene.
Identified consensus motifs were either overlapping the end of the Hoxa6 homeobox
sequence (position -2006 bp relative to the start site of the 1.8 kb transcript), or located
further downstream in the Hoxa6-Hoxa5 intergenic region (positions -825 bp and -468 bp).
The lack of a functional polyadenylation sequence at the Hoxa6 locus was further

confirmed by the presence of a neo transcript in Hoxa6”- RNA sample of about 5.5 kb in
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length (probe neo; Fig. 5.2). This transcript initiated at the MC1 promoter of the MC1neo
cassette, which does not contained a polyA addition signal [44]. Thus, transcription of the
neo cassette must end at the nearest functional polyadenylation site, the latter being
localized 3' of the Hoxa5 gene. In summary, the use of different promoters and alternative
splicing may account for the production of several transcriptional units containing

sequences from both Hoxab and Hoxa6 loci.

Transcriptional activity in the Hoxa6-Hoxa?7 intergenic region

Our observation that the 5 kb-Hoxa5, 9.5 and 11.0 kb alternate transcripts initiated
from a DNA region located downstream the Hoxa7 gene prompted us to define the
transcriptional activity of the sequences encompassing the potential distal promoters D1
and D2. We first performed comparison of the sequences encompassing the Hoxa5, Hoxa6
and Hoxa7 loci between divergent vertebrate species using the University of California,
Santa Cruz (UCSC) Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/; Mouse July 2007
assembly) [45]. As expected, Hox exon sequences showed very high homology (Fig. 5.3).
A ~500 bp DNA region surrounding the transcription start site at position -8905 bp and the
D2 promoter was also highly conserved among the species. Alignment of the nucleotide
sequences indicated a DNA region of 160 bp, which includes a putative TATA box at
position -8934 bp, very highly preserved, arguing for the presence of evolutionary
conserved important regulatory DNA elements that may be involved in the production of
the larger transcripts. Highly homologous sequences located just 5' from Hoxa6 exon 1 and

corresponding to the putative D1 promoter were also found.

The transcriptional activity of the distal promoters D1 and D2 was directly assessed
by transgenesis (Fig. 5.4). For each promoter, a ~4 kb DNA fragment containing sequences
flanking the transcription start site was fused to an IRES-Bgeo cassette used as a reporter.
A MES enhancer sequence, known to drive Hoxab regionalized expression along the
embryonic axis, was added to each construct in order to improve the detection of a minimal
promoter activity [32]. A Hox-like staining pattern was observed with the two transgenes
indicating that the sequences upstream the distal transcription initiation sites D1 and D2

possess promoter activity.
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Figure 5.3. Evolutionary conservation of the Hoxa5-Hoxa7 genomic region among
animal species.

(A) The mouse sequence of the Hoxa5-Hoxa7 loci was compared to that of rat, human,
orangutan, dog, horse, opossum, chicken, xenopus tropicalis, stickleback, zebrafish, fugu
and medaka using the UCSC genome browser. The regions with vertical lines indicate
conserved sequences. In addition to Hox exons, the DNA regions located upstream the
Hoxa5 distal transcription start sites at positions -4409 bp (D1) and -8905 bp (D2) show
high homology between divergent species (boxes), suggesting the presence of evolutionary
conserved important regulatory DNA elements. (B) Alignment of the nucleotides of a 160-
bp DNA fragment from the D2 region indicates the presence of a consensus TATA box
and a transcription initiation site (boxes) in most species.

doi:10.1371/journal .pone.0010600.g003
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Figure 5.4. Transcriptional activity of the D1 and D2 putative promoters in E12.5
transgenic embryos.

(A) A schematic representation of the Hoxa5, Hoxa6 and Hoxa7 genes along the HoxA
cluster. The proximal promoter P and the two distal promoters D1 and D2 are indicated.
(B) Detection of B-galactosidase activity in D1-lacZ transgenic embryos in presence of the
mesodermal enhancer sequence (MES) indicates that the 4 kb-DNA region encompassing
the putative Hoxa6 promoter (D1) can drive Hox-like expression along the antero-posterior
axis. (C) As well, a 4 kb-DNA fragment containing the D2 putative promoter region of the
larger transcripts possesses a similar transcriptional activity. B, Bg/Il; H, Hindlll;, N, Nrul,
RIL EcoRI; Xh, Xhol.

doi:10.1371/journal .pone.0010600.g004



A

Hoxa? Hoaxab Hoxa3
Ao
R REB m”ki |"|| RN ™ o W Booox[ Rl B " X
| ...... 1
- —— i

H Xh H KN
I I [ |
C
[ MES
n Xh n (] j_'ll Wl N
| [} I ] I I
D2

247



Differential expression pattern of the Hoxa5 transcripts

Our previous studies have demonstrated that the 1.8 kb transcript is expressed
earlier during embryogenesis and in more anterior structures than the larger transcripts
[32]. To gain information on the potential function of the alternate transcripts during
embryogenesis, we performed comparative whole-mount in situ hybridization analyses at
E12.5. Since all transcripts included the two Hoxad exons corresponding to the 1.8 kb
transcript and shared most of their sequences, we used probes that recognize either all
transcripts or combinations of the larger forms. As shown on figure 5.5A and B, probe “‘a’
contains Hoxal exon 2 sequences common to all transcripts; probe ‘b’ corresponds to the
Hoxa5-Hoxa6 intergenic region recognizing the 5.0, 9.5 and 11.0 kb forms; probe “‘c’’ is
localized in the Hoxa6-Hoxa7 intergenic region and detects the 9.5 and 11.0 kb transcripts;
and probe ‘‘d’” includes Hoxa6 intron sequences hybridizing only to the 11.0 kb transcript.
The expression profile detected with probe ““a’’, but not with probes “‘b’’, “‘¢’” and *‘d”’,
revealed structures that exclusively express the 1.8 kb transcript (Fig. 5.5C). In the pv
column, the anterior limit of expression of the 1.8 kb transcript corresponded to pv3, while
the 5.0, 9.5 and 11.0 transcripts shared the same boundary at pv10. In the neural tube, a
posterior shift was observed for the larger transcripts, and the shift was more caudal with
probes “‘c’” and ‘“d’’. In the future pectoral girdle, hybridization signal was detected only
with probe “‘a’’. Previous in situ hybridization experiments on E12.5 embryo sections have
shown a strong expression with probe “‘a’’ in the mesenchymal component along the entire
respiratory tract while probe “‘b’” produced a weak signal restricted to the distal tip of the
lungs [26,27]. Similarly, hybridization in the thyroid gland region was observed only with
probe ‘‘a’” (data not shown) [35]. In the developing gastrointestinal tract, a dynamic Hoxa5
expression pattern prevails. Probe “‘a’” detected expression in the gut mesenchyme as early
as E9.0, while the onset of expression with probe ‘‘b’” was delayed to E12.5 in the foregut,
and E10.5 in the midgut [28,29]. In the hindgut, expression of the larger transcripts was
detected as early as E9.5 indicating that they shared the same onset as the 1.8 kb transcript
(Fig. S5.2). After E12.5, the expression profile in the developing stomach was similar for
probes “‘a’” and ‘b’ with a widespread distribution throughout the gastric mesenchyme
until E17.5, followed by restriction to the submucosa and muscular layers and extinction

at postnatal day 15 (data not shown) [29]. In the mid- and hindgut, expression was detected
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with both probes in the mesenchyme up to E14.5 and E17.5, respectively. Expression of
the larger transcripts then extinguished in the midgut and the hindgut, while that of the 1.8
kb transcript got restricted to the enteric nervous system and was maintained after birth

(Fig. S5.2) [28].

The differential expression of the transcripts encompassing Hoxa3 sequences along
the antero-posterior axis of the skeleton and the rostro-caudal axis of the developing gut
reflects the organization of the different promoters (P, D1 and D2) along the cluster and
respects the relationship of colinearity characterizing the Hox complexes. It also raises
questions about the role played by each of these transcripts during development. Even
though the Hoxa5 mutation perturbs all Hoxas transcripts, most of the defects observed in
the Hoxa5”’" mutant mice are confined to the cervico-thoracic region and they affect
structures and organs that solely express the 1.8 kb transcript. Using a HOXAS-specific
antibody, we looked at the HOXAS protein distribution in the
E12.5 mouse embryo [46]. HOXAS immunoreactivity was observed along the pv column
in the pv3-pv10 region and in the mesenchyme of the trachea, lung, stomach and intestine
(Fig. 5.6A, C—F). No immunostaining was detected in Hoxa5"~ specimens (Fig. 5.6B).
Except for the gastrointestinal tract where all Hoxa3 transcripts were detected (Fig. S5.2),
the expression seen in the pv column and the respiratory tract matched that of the 1.8 kb
transcript, raising the possibility that only the 1.8 kb transcript produces the HOXAS

protein.

Translational capability of the Hoxa5 transcripts
There are multiple ORFs predicted from the sequence of the different Hoxas

transcripts and the longest ones are represented in figure 5.1. All Hoxa3 transcripts include
the HOXAS ORF suggesting that they can potentially produce the genuine 270 a.a.
HOXAS protein. Sequence analysis also revealed the presence of a distal in-frame ATG
codon located 333 nucleotides upstream of the proximal promoter (P; Fig. 5.1) that can
produce a larger HOXAS isoform of 381 a.a. Moreover, a HOXAG®6 protein of 232 a.a. can
potentially be translated from the 5 kb-Hoxa6/a5 and the 9.5 kb transcripts, raising the

possibility of bicistronic transcriptional units.
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Figure 5.5 Differential expression pattern of Hoxa$5 transcripts.

(A) Genomic organization of the Hoxa5, Hoxa6 and Hoxa7 genes along the cluster. Probes
a, b, ¢ and d used for northern blot analyses and whole-mount in situ hybridization are
indicated below. (B) Northern blots of polyA” RNA extracted from E12.5 wild-type and
Hoxa5”- embryos were hybridized with each probe. (C) Whole-mount in situ hybridization
of E12.5 wildtype embryos with probes a-d. Anterior limits of expression are indicated for
the neural tube (white arrowheads) and the prevertebral column (black

arrows). The different profiles reveal the specific expression of the transcripts: probe a
allows to identify the structures that exclusively express the 1.8 kb transcript. Theses
structures include the pv3-pv10 axial domain and the pectoral girdle (black arrowhead).
The larger transcripts are expressed in more posterior structures than the 1.8 kb transcript.
B, Bglll, H, Hindlll, K, Kpnl; R1, EcoRI; Xh, Xhol.

doi:10.1371/journal .pone.0010600.g005
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Figure 5.6. Restricted spatial distribution of HOXAS protein along the antero-
posterior axis and in the respiratory and digestive tracts.

HOXAS immunoreactivity is detected in the pv3-pv10 region of the prevertebral column
(pve) of el2.5 wild-type mouse embryos by immunofluorescence (bracket, A). No
immunoreactivity is seen in the Hoxa3™"" specimens confirming the absence of the protein
in the null mutant mouse line (B). HOXAS is also detected in the mesenchymal component
of the trachea (C), lung (D), stomach (E) and intestine (F) of €12.5 mouse

embryo. e, epithelium; m, mesenchyme.
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To define the capacity of the larger transcripts to produce the HOXAS protein, we
made expression vectors containing the entire 5 kb-Hoxa3, 5 kb-Hoxa6/a5 or 9.5 kb cDNA
sequence with a MYC tag at the carboxy terminus of the HOXAS protein. We also added
a FLAG tag at the carboxy terminus of the HOXA® protein for the 5 kb-Hoxa6/a5 and 9.5
kb cDNA vectors. As a control, we used a MYC-tagged version of the 1.8 kb cDNA. In
addition, we made a vector containing an extended version of the 1.8 kb transcript (up to
position -555 relative to the start site of the 1.8 kb transcript) that includes the distal ATG
codon. The plasmids were first tested in vitro using a coupled transcription/translation
assay with incorporation of radio-labeled methionine (Fig. 5.7A). As expected, vectors
containing the 1.8 kb cDNA sequence with or without the MYC tag produced radioactive
products of about 38 kD in size, slightly larger for the vector carrying the MYC tag and
which corresponded to the 270 a.a. HOXAS protein. For the extended version of the 1.8 kb
transcript, the 38 kD HOXAS protein was produced as well as a protein of about 50 kD,
compatible to the 381 a.a. isoform. For the vector carrying the 5 kb-Hoxa5 cDNA, the
HOXAS5-MYC isoform of 270 a.a. was the unique band observed. In the case of the vector
containing the 5 kb-Hoxa6/a5 cDNA sequence, the 270 a.a. HOXAS-MYC protein was
detected as well as a smaller protein of about 36 kD, likely corresponding to the HOXAG6-
FLAG protein. Similar observations were made for the 9.5 kb cDNA, even though the two
bands were faint. No band related to the larger HOXAS isoform was detected with the 5
kb-Hoxa3, the 5 kb-Hoxa6/a5 and the 9.5 kb cDNAs. Thus when tested in vitro, all vectors
can produce the genuine HOXAS protein. The 5 kb-Hoxa6/a5 and 9.5 kb transcripts can

also generate the HOXAG protein, acting as bicistronic units.

Transfection assays in HEK293 cells followed by western analyses with the MYC
or FLAG antibodies showed that only the 1.8 kb-MYC vector produces the 270 a.a.
HOXAS5-MYC protein (Fig. 5.7B). The HOXAS-MYC isoform of 381 a.a. was neither
produced from the extended version of the 1.8 kb transcript nor from the 5 kb-Hoxa5s, the
5 kb-Hoxa6/a5 and the 9.5 kb vectors. Moreover, only the 5 kb-Hoxa6/a5 vector produced
the HOXAG6-FLAG protein of 232 a.a. As verified by RT-PCR analysis, all Hoxa5 cDNA
expression vectors were transcribed in HEK293 cells (Fig. 5.7C). In summary, all Hoxa5

transcripts can be efficiently translated in in vitro assays. However in cell cultures, only
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the 1.8 kb transcript can encode the 270 a.a. HOXAS protein and the HOXAG6 protein can
solely be produced from the 5 kb-Hoxa6/a5 transcript.

Skeletal transformations in Hoxa6 and Hoxa5; Hoxa6 transheterozygous mutant
mice

The Hoxa6 mutant mouse line provides a valuable tool for investigating the role of
the larger Hoxa5 transcripts since the insertion of the MClneo cassette into the Hoxa6
homeobox sequences disrupts the 5.0, 9.5 and 11.0 RNA species encompassing the Hoxas
and Hoxa6 loci (Fig. 5.2). The Hoxa6 mutation causes a relatively mild phenotype, which
consists in the presence of ectopic ribs on the 7th cervical vertebra (C7) in less than half of
the mutants [44]. One puzzling aspect of the Hoxa6”" phenotype is that it is incompatible
with the pv10 anterior expression boundary of the gene, as established by the expression
analysis using probes specific for the larger transcripts (Fig. 5.5C). Two possibilities could
account for this discrepancy. The integrity of the larger transcripts including Hoxa6
sequences 1s necessary for the correct patterning at the pv7 axial level. Alternatively, the
presence of the neo cassette in the Hoxa6 locus may interfere with the expression of the
nearby Hoxa5 gene, which then can impact on the skeletal phenotype. Ectopic ribs on C7
are a hallmark of the Hoxa5 mutation, as they are found in most Hoxa5 mutants [23,27].
Moreover, transcriptional interference is not unusual in Hox mutations, and we have
previously reported the deleterious long-range cis effect of the Hoxa4 mutation on Hoxas
expression [27]. To discriminate between these options and to define the respective role of
the Hoxa5 and Hoxa6 genes in the specification of the cervico-upper thoracic region, we
generated Hoxa3; Hoxa6 transheterozygous animals (Hoxa5""; Hoxa6""), which are
heterozygotes for both genes on different chromosomes. First, we examined the skeleton
of new cohorts of single mutants and transheterozygous newborn pups (Table 5.1). In this
mixed genetic background, Hoxa5”’" mutants displayed the skeletal transformations
previously reported: the lack of tuberculum anterior on C6 in 84% of the specimens
analyzed; the presence of ectopic ribs on C7 (87%), most being present on both sides of
the vertebra; abnormal acromion (42%) and fused tracheal rings (100%). Hoxa5"" pups

also presented the C7 homeotic transformation at a lesser frequency (57%) than the Hoxa5"
/-
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Figure 5.7. HOXAS protein production from Hoxa5 transcripts.

(A) Expression vectors carrying cDNAs corresponding to the 1.8 kb (with and without a
MYC-tag), the extended 1.8 kb (MYC-tagged and non-tagged), the 5.0 kb-Hoxa6
FLAG/a5-MYC, the 5.0 kb-Hoxa5-MYC and the 9.5 kb Hoxa6-FLAG/a5-MYC
transcripts were tested in vitro using a coupled transcription/translation system. A [S*°]-
radiolabeled protein corresponding to a ~38 kD genuine HOXAS protein is translated from
all vectors. The larger HOXAS isoform of ~50 kD is only translated from the extended 1.8
kb cDNA version. The 5.0 kb-Hoxa6-FLAG/a5-MYC and the 9.5 kb Hoxa6-FLAG/a5-
MYC vectors also produce a ~36 kD band likely corresponding to the

putative HOXAG6 protein. Translation of the HOXAS and HOXAG6 proteins from the 9.5 kb
Hoxa6-FLAG/a5-MYC vector is weakly detected and a longer exposure is shown with
arrows to indicate the position of both proteins. (B) The HEK293 cells were transfected
with the MYC-tagged version of the 1.8 kb and extended 1.8 kb expression vectors and
with the 5.0 kb-Hoxa6-FLAG/a5-MYC, the 5.0 kb-Hoxa5-MYC and the 9.5 kb Hoxa6-
FLAG/a5-MYC vectors. In parallel, control plasmids expressing either the green
fluorescent protein (GFP ctl), the 1.8 kb Hoxa5-MYC in the antisense orientation or the
pMEK1-MYC-FLAG plasmid (MYC/FLAG ctl) were transfected. Protein lysates were
western-blotted with anti-MYC or anti-FLAG antibodies. Solely the 1.8 kb-MYC vector
produces a genuine HOXAS protein whereas the HOXAG6 protein is only detected with the
5.0 kb-Hoxa6-FLAG/a5-MYC plasmid. GAPDH was used as a loading control. (C) RNA
expression of each expression vector transfected in HEK293 cells was tested by RT-PCR.
A 305 bp fragment is observed in RNA samples from HEK293 cells transfected with the
Hoxa5 ¢cDNA vectors. No expression is detected in the GFP ctl specimen.

doi:10.1371/journal . pone.0010600.g007
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mutants, but with a much higher incidence than the Hoxa6”" mutants (35%; Table 5.1).
Ectopic ribs on C7 were observed in 58% of the Hoxa3""; Hoxa6"" pups analyzed, a
frequency similar to that of Hoxa5"~ mutants, suggesting that the Hoxa6 contribution to

the C7 skeletal specification was weak.

We also monitored Hoxa5 expression in Hoxa6”" and Hoxa5"~; Hoxa6"" €12.5
embryos by in situ hybridization using the riboprobes ““a’’ and “‘b’” described above (Figs.
5.5A and 5.8). The signal detected with probe ‘‘a’” was specifically less intense in the pv3-
pv10 region of the pv column from Hoxa6” and Hoxa5""; Hoxa6”~ embryos when
compared to wt specimens. No change in expression was observed with probe “‘b’’. Thus,
the disruption of the large transcripts by the Hoxa6 mutation does not have a major impact
on axial specification as no skeletal anomaly was seen for the vertebrae localized caudally
of pv10. Moreover, the Hoxa6 mutation alters expression of the 1.8 kb transcript in the
pv3-pv10 region. One possible explanation may be that the insertion of the neo cassette
into the Hoxa6 locus impairs the activity of the Hoxa5 proximal promoter, which
consequently alters the specification of the C7 vertebra. On the other hand, the larger
transcripts may also be involved in the regulation of the Hoxa5 proximal promoter by a
mechanism that remains to be defined and their disruption by the Hoxa6 mutation may
affect the expression of the 1.8 kb transcript that in turn impacts on skeletal patterning in

the cervico-thoracic region.

DISCUSSION

Multiple transcriptional units are present at the Hoxa$5 locus

This study aimed at characterizing the different transcriptional units encompassing
the Hoxa5 locus. Presence of multiple transcripts is not unique to the Hoxa3 gene. Other
Hox genes have been reported to produce several RNAs and in few cases, the molecular
nature of these transcripts has been analyzed [45, 47, 48]. In the case of the Hoxa5, Hoxd4

and Hoxb3 genes, the additional transcripts are expressed according to a Hox-like pattern
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Table 5.1. Newborn skeletal morphology according to the Hoxa5 and Hoxa6

genotypes.
Genotype
wt Hoxa5"'~ Hoxa6"'* Hoxa5~'~ Hoxa6"* Hoxa5*' "Hoxa6™™* Hoxa5"™* Hoxa6"'~  Hoxa5*"* Hoxa6™'~
Tuberculum anterior on C6 °
Absent - - 32 - - -
Present 14 44 6 38 20 26
Ribs on C7°
Absent 12 16 5 16 7 7
Present 2 28 33 22 13 9
Unilateral - 6 3 6 1 5
Bilateral 1 1 15 8 6 2
Acromion®
Normal 14 44 22 38 19 26
Abnormal - - 16 - 1 -
Trachea
Normal 7 22 - 19 10 13
Abnormal = « 19 - - -
Number of animals 7 22 19 19 10 13

“left and right sides were scored independently.
doi:10.1371/journal.pone.0010600.t001

259



Figure 5.8. Comparative expression patterns of Hoxa$ transcripts in e12.5 wild-type,
Hoxa6 homozygous and Hoxa$S; Hoxa6 transheterozygous mutants.

In situ hybridization experiments were performed on comparable sagittal sections.
Representative specimens are shown. Genotype is indicated on the top right of each column
and probe on the left of each row. The bracket indicates the pv3-pv10 domain, which
hybridizes with probe a in wild-type specimens, but not with probe b. In Hoxa6”~ and
Hoxa5""; Hoxa6”" mutants, the signal in this region is significantly decreased with probe
a. With probe b, the anterior limit of expression corresponds to pv10 in all samples
regardless of the genotype (arrows) with no major change in signal intensity.

doi:10.1371/journal .pone.0010600.g008
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but they have distinct boundaries of expression. Their generation involves multiple
promoters, alternative splicing and/or the use of different polyadenylation sites. We have
identified three promoters for the Hoxas transcripts. The proximal one corresponds to the
genuine Hoxa5 promoter driving expression of the major 1.8 kb transcript. The larger
transcripts are generated from either the distal D1 promoter, which is in fact the putative
Hoxa6 promoter, or the D2 promoter located downstream the 3' extremity of the Hoxa7
gene. Alternative splicing is also an important process contributing to the diversity of
Hoxa5 transcripts. Furthermore, the Hoxa intron is not rigorously spliced in a small
proportion of all Hoxa5 transcripts adding to the number of RNA species detected. In
contrast, the Hoxa6 intron is systematically spliced in all transcripts that include the Hoxa6
locus with the exception of the 11.0 kb form, which retains the intron sequences. Finally,
only one polyadenylation site located at the end of the Hoxa5 locus is utilized by all
transcripts encompassing the Hoxad and Hoxa6 sequences. This data reveals the lack of a
functional polyadenylation site at the Hoxa6 locus. Thus in the E12.5 mouse embryo, the
Hoxa6 transcript exists only as a bicistronic gene product that can potentially generate two

HOX proteins, HOXAS and HOXAG®6.

Several studies have revealed the high transcriptional activity occurring along the
mammalian Hox clusters [19-22]. Many of these transcriptional units are antisense to Hox
genes. They are highly conserved between mouse and human, and some are polycistronic.
For the HoxA cluster, a search with the UCSC genome browser indicates the existence of
numerous sense and antisense transcripts covering the mouse Hoxa5-Hoxa7 genomic
region. Except for the Hoxa5 1.8 kb transcript, none of the larger transcripts characterized
in the present work have been reported in databanks. However, portions of some of the
transcripts listed include sequences of the Hoxa5 larger forms. For instance, the first exon
of the GenBank mRNA AKO051552 corresponds exactly to the Skb-Hoxa5 transcript first
exon. Twelve kb downstream in the Hoxa4-Hoxa5 intergenic region, the second exon of
the AKO51552 transcript encompasses sequences corresponding to a distal Hoxa3 exon
annotated as the Hoxa3 Y11717 mRNA (GenBank). The latter also initiates within the first
exon of the 5 kb-Hoxa5 transcript. In fact, the portrait of the different RNA species
initiating in the Hoxa6-Hoxa7 intergenic region reveals extensive transcription and

production of large transcripts starting in the D2 promoter region and extending towards
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the vicinity of the Hoxa3 gene. These data combined to ours argue for an intricate
transcriptional activity at the D2 promoter. Interestingly, the integration of the Mouse
Moloney Leukemia Virus (MMLV) nearby the D2 promoter in the Hoxa6-Hoxa7
intergenic sequence impacts dramatically on the expression of the Hoxa3 to Hoxal0 genes
[49]. Even though we cannot rule out the possibility of a long-distance perturbing effect
from the MMLYV enhancer on the HoxA promoters, it is tempting to speculate that the
MMLYV insertion predominantly affects the D2 promoter activity revealing the important

role of the latter in the control of a subset of HoxA genes.

Production of the HOXAS and HOXAG6 proteins

In in vitro assays, all the cDNAs corresponding to the larger Hoxa5 RNA species
tested can produce the 270 a.a. HOXAS protein but not the 381 a.a. isoform initiating at
the distal ATG (Fig. 1). However in HEK293 cultured cells, only the 1.8 kb transcript can
be translated into the genuine HOXAS protein. Moreover, expression of the HOXAS
protein along the mouse embryonic axis was not detected caudally of pv10, the anterior
boundary of the expression domain of the larger transcripts. The concordance between the
Hoxa5 mutant phenotype and the expression domains of the HOXAS protein and the 1.8
kb transcript support the notion that the 1.8 kb RNA is the functional Hoxa5 transcript.

In the case of the HOXAG6 protein, the bicistronic 5 kb-Hoxa6/a5 and 9.5 transcripts
generate both HOXAS and HOXAG6 proteins in vitro but only the 5 kb-Hoxa6/a5 cDNA
produces the HOXAG protein in cultured cells. Whether the 5 kb-Hoxa6/a5 transcript can
generate the HOXAG protein in the embryo remains to be defined via the development of
a specific antibody. The absence of HOXAS protein from the bicistronic 5 kb-Hoxa6/a5
unit is in accordance with the previous observations that polycistronic translation is a rare
phenomenon in eukaryotes. In the case of polycistronic transcripts, the 5' proximal cistron
is usually the translated one as observed here [5S0]. Polycistronic transcription is not
unusual in Hox clusters [19]. For instance, the Hoxc4, -¢5 and -c6 genes are transcribed
from a common promoter producing a primary transcript alternatively spliced to produce
mature messengers encoding different proteins [51]. Finally, the presence of long 59

untranslated region (UTR) sequences in the 5 kb-Hoxa5 and 9.5 kb transcripts can explain
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the absence of translation as it can greatly reduce translational efficiency [50]. Thus, the
molecular characterization of the different Hoxa5 RNA species has unveiled an unexpected
transcriptional organization and the promiscuity between the Hoxa5 and Hoxa6 loci in

protein production.

Role of the Hoxa6 locus

Our studies raise questions about the role of the Hoxa6 gene during development.
Interestingly in teleosts, the Hoxa6 gene is not present, most likely lost during the
duplication process [52]. In mice, the Hoxa6 mutation results in a mild skeletal phenotype
resembling that of the Hoxa5 mutants and occurring at an axial level located outside the
Hoxa6 expression domain. Indeed, the Hoxa6 phenotype can be attributed to transcriptional
interference that hinders transcription from the Hoxa5 proximal promoter. In fact, the neo
cassette used to mutate the Hoxa6 gene was inserted in a temporal regulatory sequence
responsible for the correct onset of Hoxad expression supporting the notion that the
presence of exogenous sequences nearby control regions impact on their efficiency [32,44].
We cannot rule out the possible implication of the larger transcripts in the regulation of the
Hoxa5 proximal promoter and the effect their disruption by the Hoxa6 mutation may have.
To directly address this possibility would require the specific abolition of the larger
transcripts in mice and the analysis of the phenotypic and molecular consequences. Taken
together, our data suggest that it seems unlikely that the Hoxa6 gene plays a role in axial
specification, although it may serve other functions yet

to be defined.

Functional role of the Hoxa$5 1.8 kb transcript

Along the antero-posterior axis, the HOXAS protein is detected in the most-rostral
subdomain of expression of the Hoxa5 gene, which corresponds to the exclusive axial
expression domain of the 1.8 kb transcript. In Hoxa5 mutant mice, most of the defects
observed lie within the HOXAS protein expression domain. This further supports the
importance of the 1.8 kb transcript as the biological effector of the Hoxa5 gene during

development.
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Restricted HOX proteins expression was also reported for the Hoxb4 and Hoxb5
genes, and in both cases, the proteins were similarly localized in the anterior part of the
gene expression domain [8, 15]. Comparatively to the RNA distribution, vertebrate HOX
proteins may be more confined to precise axial levels, a situation comparable to what is
observed for homeotic proteins in Drosophila embryos. Lots of efforts have been put on
the regulatory mechanisms establishing the anterior boundary of Hox expression domains
in vertebrates. Our findings enlighten the relevance of examining in more details how

posterior boundaries may be fixed along the embryonic axes as well.

Implication of the Hoxa$ long noncoding RNAs

In E12.5 mouse embryo, the different polyA™ transcripts covering the Hoxa3 coding
sequences reported in this study originate from the DNA coding strand. Moreover, the
larger transcripts have similar Hox-like expression profiles. They are expressed later during
embryogenesis and in more posterior structures than the 1.8 kb transcript. Similarities
between the expression profile of the larger transcripts and that of the Hoxa7
gene indicate that they may share regulatory elements [38]. These long and interspersed
transcripts also imply that DNA regions involved in Hoxa5 gene regulation may be
distributed along the cluster and emphasize the importance of the Hox cluster organization

for the correct expression of Hox genes.

The larger Hoxa5 transcripts cannot generate the HOXAS protein. However, the 5
kb-Hoxa6/a5 transcript can produce the HOXAG6 protein in HEK293 cells. Thus, the Skb-
Hoxa3, the 9.5 and the 11.0 kb transcripts, all transcribed from the distal D2 promoter, can
be considered as long noncoding RNAs. Both Hoxa5 and Hoxa6 null mutations disrupt the
5.0, 9.5 and 11.0 kb transcripts without any phenotypic consequence in the domain where
they are expressed. These two mutations do not preclude the transcription of the transcripts
but produce mutant versions 1 kb larger due to the presence of a neo cassette in each
mutated locus. Thus, disruption of the larger transcripts does not impact on axial
specification. Transcription of intergenic regions or upstream promoter sequences can
affect the expression of adjacent genes, either by producing transcriptional interference,
promoter competition for a limiting factor or by altering chromatin structure, leading to the

hypothesis that the act of transcription per se of long noncoding RNAs is responsible for
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the regulatory effect [53]. Alternatively, long noncoding RNAs may regulate in transgene
expression as shown for HOTAIR, which participates to the Polycomb Repressive
Complex 2 [20]. Our results in conjunction with the increasing sum of data on the potential
role of long noncoding RNAs in transcriptional regulation now raise the following
questions: do the Hoxal larger transcripts represent ‘‘transcriptional noise’” or do they

contribute by themselves to the control of Hox gene expression [54].

New genome-wide technologies have unveiled the complex architecture of the
eukaryotic transcriptome. The extensive overlap between transcriptional units, the
existence of nonco- linear transcripts and the multifunctional roles of genomic sequences
have even led to a re-evaluation of the current concept of the nature of the gene [S5-57].
In this context and due to the fact that several of these features occur in Hox clusters, the
latter appear as a paradigm from which we may learn more about the link existing between

transcriptional complexity, functionality and genome organization.

MATERIALS AND METHODS

Mouse strains and genotyping

The establishment of the Hoxad mutant mouse line in the MF1-129/SvEv C57BL/6
mixed background and the genotype by Southern analysis has been previously reported
[23]. The Hoxa6 mouse line in the 129/SvEv-C57BL/6 genetic background was provided
by Dr. Mario Capecchi and genotyped by Southern blot analysis as described [44].

Hoxa5 mutant mice were intercrossed with Hoxa6 mutant mice to produce
transheterozygous animals (Hoxa5"~; Hoxa6""). For genetic background homogeneity,
transheterozygous animals were interbred to generate mice carrying the possible Hoxas;

Hoxaé allelic combinations for subsequent skeletal analyses.

Embryonic age was estimated by considering the morning of the day of the vaginal
plug as E0.5. All experiments were performed according to the guidelines of the Canadian
Council on Animal Care and approved by the institutional animal care committee (Comite’

de Protection des Animaux du Centre Hospitalier Universitaire de Québec, CPA-CHUQ).
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PolyA™ RNA isolation and northern analysis

Total RNA from wild-type, Hoxa5”" and Hoxa6”" E12.5 embryos was isolated
according to the TRIzol RNA extraction protocol (Invitrogen). For polyA™ RNA, the
extraction was followed by two-step chromatography on oligo(dT)-cellulose column [58].
Seven mg of each polyA”™ RNA preparation were used for northern analysis. Several
genomic fragments covering the HoxA locus from Hoxa7 to Hoxa5 were used for antisense
riboprobe synthesis (Fig. 2A). Hybridization to a GAPDH probe for quality control and

quantitation was performed in parallel.

5'-Rapid Amplification of cDNA ends (RACE), 3'-RACE and RT-PCR analyses

The 5' RACE protocol was essentially based on that described in [59]. The first-
strand cDNA synthesis was performed with one mg of total RNA from E12.5 wild-type
mouse embryos annealed to antisense Hox primer 1 (5-GCGACCCTGCTATT
GCCCAGACA-3"), primer 2 (5' CTTCCGGTCGGTGCCTTCC TCAT-3") or primer 3 (5'-
CTGCGGGAGAAGCAGGCTGGAAT-3'; Fig. S1A). A polyA tail was added to the
cDNAs. The dA-tailed cDNAs were first amplified using the nested Hox primer 1' (5'-
AACACAGCAGCCCCTGCACGGAA-3"), primer 2' (5'-CTGCACGCTGCCGTCAGGT
TTGT-3") or primer 3' (5'-GGCACCAGGGGGCAAAGCCAATA-3") with an anchor
primer complementary to the added oligo(dA) tail (5'-CCAGTGAGCAGAGTGAC
GAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3") and an adapter primer
included into the anchor primer (5'-CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGAC-3"). A second
round of amplification was set up with the primary PCR products and a different set of
nested primers: primer 1" (5'-CCCTCTTCCAGGGCTCAGGAA-3'), primer 2" (5'-
AAATGCGGCCGCCTGCTGCTCGGGAGAAAAGTG-3") or primer 3" (5'-AAATGCG
GCCGCGGTCCCTGCACTGGGTCTAC-3") with the anchoring primer (5'-GACGA
GGACTCGAGCTCAAGC-3"). The secondary PCR products were subcloned prior

to sequencing.

The 3' RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends (GIBCO BRL) was
used to identify the 3' extremity of the Hoxa5 transcripts. One mg of polyA™ RNA from
E12.5 wild-type mouse embryos was used for the first-strand cDNA synthesis with a polyT
adapter primer (5'-CCATCGATGTCGACTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTT-
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3') according to the protocol provided by the manufacturer. PCR amplification was then
performed using a Hoxa5 specific primer (5-CTCCCCTTGTGTTCCTTCTG-3'") and a
nested adapter primer (5'-CCATCGATGTCGACTCGAGT-3") on an aliquot of the first-

strand synthesis reaction. The resulting amplified products were subcloned and sequenced.

For the RT-PCR reactions, one mg of total RNA from E12.5 wildtype mouse
embryos was used for the first-strand cDNA synthesis after annealing to an oligo(dT)
primer or to the specific Hox primers 2 and 3 (described above). The following PCR
reactions were then performed using various combinations of sense and antisense primers
that all contain a Norl site. The sense primers are: primer 4 (5-ATATGCG
GCCGCCTCCGCTCCATCCTGCGTGCTT-3"), primer 5 (5-AAATGCGGCCGCA
TCACAGTCCTGCAGAGGGGC-3'), and primer 6 (5-AAATGCGGCCGCCACAAA
CGACCGCGAGCCACA-3"). The antisense primers are: primer 7 (5'-AAATGCGGCC
GCCCCGGCGAGGATACAGAGGAT-3") and primer 8 (5-AAATGCGGCCGCACAG
AGAGCTGCCCGGCTACT-3'). The RT-PCR products were then digested with Notl,

subcloned and sequenced.

Construction of Hox/lacZ transgenes and production of transgenic embryos
Genomic fragments encompassing the putative D1 and D2 promoter regions were
subcloned in front of the IRES-Bgeo cassette obtained from the pSA-
IRESBgeolox2PGKDTA plasmid designed by Drs. Philippe Soriano and Valera
Vasioukhin. We used a 4.19 kb EcoRI fragment extending from positions 27.96 kb to 23.77
kb (position +1 corresponding to the transcription start site of Hoxa5 exon 1) for the D1
promoter and a 3.88 kb Bg/ll-Nrul fragment extending from positions 211.46 kb to 27.58
kb for the D2 promoter. The 2.1 kb mesodermal enhancer (MES) was inserted upstream
the promoter region in both constructs [32]. The constructs were made in pBluescript

SKII+ (Stratagene) and purified following a cesium chloride centrifugation.

The Hox/lacZ sequences were isolated using a Sa/l-Notl digestion to remove vector
sequences and they were purified on agarose gel. They were injected into the pronuclei of
fertilized eggs derived from (C57BL/6 x CBA) F1 hybrid intercrosses following standard

procedures [60]. Transgenic founder embryos were recovered from foster mothers at
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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 [32].

RNA in situ hybridization and immunofluorescence analyses

The whole-mount in situ hybridization protocol was based on the one described in
[61], while radioactive in situ hybridization of paraffin sections was performed according
to the protocol in [62]. The following murine genomic sequences were used as templates
for synthesizing either digoxigenin or [35°%] UTP-labeled riboprobes: a 830 bp Bg/ll-
Hindll fragment containing the 3'-untranslated region of the second exon of the Hoxas
gene (probe a), a 606 bp Bglll-Xhol fragment present in the intergenic region between
Hoxa5 and Hoxa6 genes (probe b), a 675 bp Hindlll-EcoR1 sequence located just
downstream the Hoxa7 gene (probe c), and a 356 bp Kpnl fragment present in the Hoxa6
intron (probe d). The in sifu experiments were performed on at least three specimens of

each genotype.

Immunofluorescence staining with the rabbit anti-HOXAS antibody and
counterstaining with 4'.6-diamidino-2-phenylindole (DAPIL Molecular Probes) was
performed as described in [46].

Expression vectors, transfection, western and RT-PCR analyses

The sequence of the 1.8 kb cDNA was subcloned into the pcDNA3 expression
plasmid (Invitrogen). A DNA fragment, from the p3XFLAG-MYC-CMV-24 expression
vector (Sigma) and containing a MYC tag followed by the polyadenylation sequence of
the human growth hormone gene, was inserted just before the stop codon of the HOXAS
protein using an overlapping PCR strategy with synthetic oligonucleotide primers covering
the appropriate sequences [63]. A S'-extended version of the 1.8 kb ¢cDNA expression
vector including the distal ATG codon in-frame with the HOXAS open reading frame
(ORF) was also designed. It contains upstream genomic sequences up to the FcoRV site at
position 2555 bp. This plasmid was made with and without the MYC tag. We also produced
a pcDNA3 expression vector carrying the HOXAS-MYC version for the 5 kb-Hoxas
cDNA as well as for the 5 kb-Hoxa6/a5 and for the 9.5 kb cDNAs. For these last two

269



plasmids, a FLAG tag, from the p3XFLAG-MYCCMV-24 vector, was added just before
the HOXAG6 stop codon. The TnT7 Quick coupled transcription-translation system
(Promega) was used to produce [*°S] methionine-labeled proteins according to the
manufacturer’s protocol. The translation products were analyzed by electrophoresis on a
12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (SDS-PAGE) and revealed by
autoradiography.

HEK?293 cells were transiently transfected by the calcium phosphate method in 60
mm petri dishes with 10 mg/dish of the Hox expression vectors [64]. The pEGFP-C2
expression vector was used to assess transfection efficiency (10 mg/dish; Clontech) and a
pMEK1-MYC-FLAG plasmid (10 mg/dish; provided by Dr. Jean Charron) was used as a
positive control for the immunodetection of the MYC and FLAG tags. Transfection of each
plasmid was done in duplicate. Chloroquine was added at a final concentration of 50 mM.
Three hours after transfection, the cells were shocked for 30 seconds at 37 °C with 15%
glycerol in HEPES-buffered saline. Forty-eight hours after transfection, protein extracts
were obtained after cell lysis in 300 ml of icecold lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 8.0,
1% NP-40, 10 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 20 mM glycerol 2-phosphate, 25 mM NaF, 1
mM Na3VO4 and a proteinase inhibitor cocktail (Complete Mini EDTA-free; Roche
Diagnostics)). After 15 minutes on ice, the extracts were centrifuged at 15,000 g at 4°C.
Protein content of the supernatant was quantified using a Lowrybased assay (DC Protein
Assay, Bio-Rad), and 20 mg of total protein lysate was resolved on a denaturing 12% SDS-
PAGE, electrotransferred onto nitrocellulose (PALL) and probed overnight at 4°C with
either a MYC-tag rabbit monoclonal antibody at a dilution of 1/1,000 (Cell Signaling
Technology) or an anti- FLAG mouse monoclonal antibody at a dilution of 1/10,000
(Sigma) according to manufacturer’s instructions. Membranes were also incubated with a
mouse monoclonal anti-GAPDH antibody at a dilution of 1/20,000 (Fitzgerald Industries
International) for loading control. Membranes were then incubated with the appropriate
secondary horseradish peroxidaseconjugated antibody (a donkey anti-rabbit IgG at a
dilution of 1/100,000 or a donkey anti-mouse at a dilution of 1/80,000; Jackson
ImmunoResearch Laboratories). Proteins were revealed by chemiluminescence using the

Western Lighting Plus-ECL system (PerkinElmer) according to manufacturer’s protocol.

270



Total RNA from transfected HEK293 cells was isolated according to the TRIzol
RNA extraction protocol (Invitrogen) and cDNA was synthesized with Superscript 11
Reverse Transcriptase (Invitrogen) using random primers. Reverse-transcription-PCR
(RT-PCR) of the Hoxa5-myc portion was used to validate the expression of each
transfected cDNA. PCR was performed for 25 cycles with an annealing temperature of
60°C. A 305 bp fragment was amplified with the Hoxa5 forward primer 5-CCCAG
ATCTACCCCTGGATG-3' and the MYC-tag reverseprimer 5'-GATGAGTTT
TTGTTCGGGGC-3'.

Skeletal analysis

Whole-mount skeletons were prepared from Hoxa5; Hoxa6 compound newborn
pups with Alcian blue for staining the cartilage and Alizarin red for staining the bone, as
described in [27]. Skeletons were observed, and left and right sides of each vertebra were

scored independently for bilateral markers.
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Figure S5.1 Molecular characterization of the Hoxa5 alternate transcripts by 5'-
RACE and RT-PCR.

(A) The transcription initiation site of the larger transcripts was determined by 5'-RACE.
Genomic organization of the Hoxa5, Hoxa6 and Hoxa7 genes along the cluster is shown.
Black, grey and open boxes indicate homeobox, translated, and transcribed sequences,
respectively. The primers used are indicated (arrows). With primer 1, we obtained several
clones showing that the 9.5 and 11.0 kb transcripts initiate in the Hoxa6-Hoxa7 intergenic
region at position -8905 bp. With primers 2 and 3, we obtained 5'-RACE products that
revealed the presence of a 4.6 kb intron in the 5.0 kb transcript. The initiation site of this
transcript also coincides with that of the 9.5 and 11.0 kb transcripts. A second population
of clones was obtained with a transcription start site at position -4409 bp, which
corresponds to the putative first base of Hoxa6 exon 1. (B) By using various primer
combinations in RT-PCR experiments, we established the molecular structure of the
different transcripts. We also demonstrated that the 5.0 kb band detected by northern
analyses include minor splicing variants and two major RNA species, one initiating at -
8905 bp and a second starting at -4409 bp. The latter corresponds to the putative Hoxa6
transcript. This transcript uses the polyA site of the Hoxa3 gene. This result correlates with
the absence of a functional polyadenylation sequence at the Hoxa6 locus as shown by
northen analysis. We also showed that splicing of the Hoxa5 intron is not always
complete and a low percentage of the Hoxa5 transcripts contained intron sequences. A,
Accl; B, Bglll, Ba, BamHI;, H, Hindlll; K, Kpnl;, R1, EcoR1, S, Sacl; St, Stul, Xh, Xhol.
Found at: doi:10.1371/journal.pone.0010600.s001 (0.26 MB PPT)
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Figure S5.2 Hoxa3 expression in the developing hindgut.

Sections of E9.5 (A-C) and E10.5 (D-F) mouse embryos, and E15.5 (G-I), €17.5 (J-L) and
DO (birth; M—-0) hindgut tissues were hybridized with either probe a (B, E, H, K, N) or
probe b (C, F, I, L, O). Bright-field views are shown on the left panels. (A-B) At E9.5,
probe a detects Hoxa3 transcripts along the gut up to the caudal foregut (arrowhead). (C)
Expression with probe b is restricted to a more posterior region. (D-I) From E10.5 to E15.5,
both probes reveal signal in the mesenchyme of the hindgut, while probe a detects Hoxa5
transcripts in the myenteric plexi of the midgut (white arrow). (J-K) At E17.5, signal with
probe a is confined to myenteric plexi in the proximal part of the hindgut (white arrow)
while it still displays a diffuse mesenchymal expression in the distal hindgut. (M—N) Plexi
of the enteric nervous system remain positive for probe a after birth as shown for DO. (L,
0O) No expression is observed with probe b from E17.5 onwards. d, distal hindgut; hg,
hindgut; mg, midgut; p, proximal hindgut; tb, tailbud. Scale bar,

100 mm. Found at: doi:10.1371/journal.pone.0010600.s002 (6.19 MB TIF)
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AVANT-PROPOS

Les genes Hox codent pour des facteurs de transcription jouant des réles essentiels
dans 1'établissement du squelette axial, abaxial, appendiculaire, de méme que dans de
nombreux processus d'organogenése. Bien que plusieurs genes Hox soient exprimés dans
le poumon en développement, seule la mutation du gene Hoxal génere des malformations
séveres des voies respiratoires résultant en un pourcentage élevé de mortalité périnatale, ce

qui suggere une forte redondance fonctionnelle entre les autres génes Hox.

Puisque les geénes Hoxa5 et Hoxb5 sont tous deux exprimés au niveau du
mésenchyme pulmonaire, nous avons entrepris de discriminer les différentes fonctions
propres a chacun de ces paralogues de celles partagées entre les deux genes dans
I'ontogénie du systeme respiratoire. Tout d'abord, méme si le taux de mortalité périnatale
observé chez les individus Hoxa3"" augmente suite a l'inactivation des alléles du gene
Hoxb3, il semble y avoir une tendance a I'augmentation de la quantité du transcrit Hoxa3
chez les souris Hoxh5"", suggérant une certaine compensation du geéne Hoxa5 pour
maintenir ses fonctions partagées avec Hoxb5. Ensuite, le ratio poids poumon/poids
embryon, de méme que le nombre d'acini pulmonaires diminuent en fonction du nombre
d'alleles Hox5 mutés, alors que la diminution de prolifération semble davantage associée

- De plus, les génes Hoxa5 et Hoxb5 sont tous les deux

aux poumons mutants Hoxas
impliqués dans la différenciation cellulaire, avec un réle spécifique au gene Hoxa5 dans
I'établissement des cellules de Clara et un role prépondérant pour le géne Hoxa5 dans
I'établissement des pneumocytes de type 1 ainsi que des cellules endothéliales. Chez les
souris adultes, méme si l'augmentation du nombre de cellules productrice de mucus
associée a l'activité de la voie NOTCH est également observée chez les souris Hoxb3", ce

phénotype est beaucoup plus important chez les mutants Hoxa5™".

En ce qui me concerne, suite a la validation du role spécifique du gene Hoxa5 dans
le développement de la trachée et a 1'observation que 'expression geéne Fst//, nécessaire a

la formation du cartilage trachéal, est diminué dans les mutants Hoxa5™

, J'al vérifié si la
protéine HOXAS lie directement les séquences du géne Fst//. Pour ce faire, j'ai fait

ressortir par analyse bioinformatique des régions riches en sites de liaison pour les
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protéines HOX en amont du promoteur du gene Fst// (Fig. 6.4])). J'ai ensuite démontré, par
immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) de trachées d'embryons de souris E18.5, que

la protéine HOXAS se lie spécifiquement a ces différentes régions in vivo (Fig. 6.4K).

Enfin, le probleme d'innervation du diaphragme par le nerf phrénique semble

spécifique a l'inactivation du gene Hoxa5 tel qu'observé par immunofluorescence.
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ABSTRACT

Hox genes encode transcription factors governing complex developmental processes in
several organs. A subset of Hox genes are expressed in the developing lung. Except for
Hoxa3, the lack of overt lung phenotype in single mutants suggests that Hox genes may
not play a predominant role in lung ontogeny or that functional redundancy may mask
anomalies. In the Hox5 paralog group, both Hoxa5 and Hoxb5 genes are expressed in the
lung mesenchyme whereas Hoxal is also expressed in the tracheal mesenchyme. Herein,
we generated Hoxa5;Hoxb5 compound mutan mice to evaluate the relative contribution of
each gene to lung development. Hoxa5;Hoxb5 mutants carrying the four mutated alleles
displayed an aggravated lung phenotype, resulting in the death of the mutant pups at birth.
Characterization of the phenotype highlighted the role of Hoxb5 in lung formation, the
latter being involved in branching morphogenesis, goblet cell specification, and postnatal
air space structure, revealing partial functional redundancy with Hoxa5. However, the
Hoxb5 lung phenotypes were less severe than those seen in Hoxa5 mutants, likely because
of Hoxa5 compensation. New specific roles for Hoxa5 were also unveiled, demonstrating
the extensive contribution of Hoxa5 to the developing respiratory system. The exclusive
expression of Hoxa5 in the trachea and the phrenic motor column likely underlies the
Hoxa35-specific trachea and diaphragm phenotypes. Altogether, our observations establish
that the Hoxa5 and Hoxb5 paralog genes shared some functions during lung

morphogenesis, Hoxa5 playing a predominant role.
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INTRODUCTION

To permit respiratory gas exchanges between blood and environmental air, the lung
must have an efficient diffusible interface that results from finely regulated developmental
processes. In the mouse, lung ontogeny initiates around embryonic day (E) 9 with the
outpocketing of the ventral foregut endoderm into the splanchnic mesenchyme to form the
laryngotracheal groove. The lung bud then elongates and undergoes a stereotypic pattern
of branching leading to the formation of the respiratory tree. Starting at E16.5, the
prospective gas-exchange region develops and capillaries get apposed to the flattened
respiratory epithelium to form the first blood-air barriers. Lung development culminates
postnatally from day (D) 5 to D30 with the formation of alveoli, the final gasexchange
units. Throughout lung formation, undifferentiated epithelial cells present in the primary
buds proliferate and differentiate into specialized cell types regionally located along the

proximodistal axis of the respiratory tract (38, 55).

Lung morphogenesis is influenced by physical forces. For instance, impairment of
fetal breathing movements due to a nonfunctional diaphragm can cause lung hypoplasia
(25, 27, 32). Moreover, lung development is under the concerted action of multiple
molecules organized in distinct networks that control the patterning of the respiratory tract
(38). Reciprocal interactions between lung mesenchyme and its flanking epithelium also
govern lung morphogenesis and epithelial cell fate determination (48). Despite
accumulated evidence showing that mesenchymal cells can instruct the epithelium, the

nature of the mesenchymal factors involved has yet to be resolved.

Hox genes encode transcription factors specifying the regionalization of the body
plan and regulating morphogenesis during animal development. In human and mouse, 39
Hox genes are organized in four clusters located on different chromosomes. The 3' to '
position of each Hox gene within a cluster corresponds to its spatiotemporal expression
domain along the anterior-posterior axis of the embryo. Different members of the Hox
complexes are thus expressed in overlapping domains along the developing body,
suggesting that specific combinations of HOX proteins provide a unique address to a

particular region. On the basis of sequence homologies and position within clusters, Hox
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genes are also classified into 13 paralog groups (34). The similarities in protein structure
and expression pattern among genes from the same paralog group have led to the
hypothesis that Hox paralogs perform partially redundant and/or overlapping functions.
Indeed, compound mutant mice for Hox paralogs often exhibit a more severe phenotype
than mutant mice for a single Hox gene (10, 35, 44, 45, 56). Furthermore, knock-in
substitutions of Hox genes by their paralogs have demonstrated that they can fulfill similar

roles (22, 51).

In the lung, the proximodistal distribution of the different structures (trachea,
bronchi, bronchioli, alveoli) and cell types suggests that the respiratory tract can be
specified by Hox regulated mechanisms similar to those governing anteriorposterior axial
skeleton formation. Hox genes, predominantly from paralogous groups 1 to 8, are mainly
expressed in lung mesenchyme with a distinct spatiotemporal profile, supporting a role in
the regional specification of the respiratory tract (5, 26). However, except for Hoxal, the
lack of overt lung phenotype in single mutants suggests that Hox genes may not play a

predominant role in lung ontogeny or that functional redundancy may mask anomalies.

Hoxa5, Hoxb5, and Hoxc5 are members of the Hox5 paralog group. Hoxb5 and
Hoxc5 mutant mice are viable and no organ defect has been described (8, 43). In contrast,
the loss of Hoxal function results in a panoply of phenotypes indicative of the broad range
of Hoxa5 actions throughout life, including tracheal and lung dysmorphogenesis
responsible for the high neonatal mortality rate of Hoxa3”~ pups (1, 2, 4, 17, 19, 29, 36).
Surviving Hoxa5” mice display an emphysema-like phenotype characterized by air space

enlargement and goblet cell metaplasia (33).

Even though no lung phenotype was reported in Hoxb5 mutant mice, Hoxb5 lung
expression, in vitro studies, and expression data in human lung diseases suggest a role for
Hoxb35 in lung development (6, 43, 52, 53). The severity of the Hoxa5 lung phenotype
indicates that Hoxa5 function is less subject to rescue by other genes. However, it is
possible that the other Hox5 paralogs exert functions in lung development hidden by Hoxas
compensation. A threshold level of HOXS proteins may also be required for specific

aspects of development, and mutation of several paralogs may be needed to reveal defects
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otherwise not detectable (10, 35, 45). Herein, genetic interactions between Hoxa5 and
Hoxb5 paralog genes during lung morphogenesis were investigated. Our in vivo data
confirm the importance of Hoxa5 and uncovers the role of Hoxb5 in lung morphogenesis.
Hoxa5 and Hoxb5 genes share functions in the developing lung, Hoxa3 playing a

predominant role.

MATERIALS AND METHODS

Mice, genotyping, and tissue collection.

The Hoxa5 and Hoxb5 mutant mouse lines were maintained in the 129/Sv inbred
background. Hoxa5"~ mice were mated with Hoxh3"~ mice to obtain double heterozygous
animals (Hoxa5"";Hoxb5""). The latter were intercrossed to generate mice of all possible
allelic combinations. Age of the embryos was estimated by considering the morning of the
day of the vaginal plug as E0.5. Experimental animals were genotyped by Southern blot
analysis (29, 43).

Lungs were collected from wild-type (WT) and mutant embryos at E13.5, E15.5,
and E18.5 and from adults at D65+5. The wet lung and body weights were obtained by
direct measurement to determine the ratio. Excised lungs were fixed in 4% cold
paraformaldehyde, paraffin embedded, and sectioned at 4 um (28). For adult specimens,
lungs were instilled with 4% cold paraformaldehyde before processing. Diaphragms were
dissected from E18.5 embryos and fixed in 1% paraformaldehyde before processing for
immunofluorescence (IF) staining. For RNA extraction, lungs were snap frozen in N2.
Animal experimentations were performed according to the guidelines of the Canadian

Council on Animal Care and approved by the institutional animal care committee.

Histology, IHC, and IF analyses.

Lung sections were stained according to standard histological procedures:
hematoxylin and eosin for morphology, Alcian blue for detection of mucus-producing
goblet cells, and Weigert with tartrazine counterstaining to visualize elastic fibers.

Immunohistochemistry (IHC) experiments were performed as described (19). Slides were
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counterstained with either Alcian blue and nuclear fast red or methyl green. For phospho-
histone H3 (pHH3) immunostaining, ratio of positive-stained cells to total cell number was
evaluated for a minimum of six random areas with a total of at least 2,200 cells per
specimen. Whole mounts of diaphragms were IF stained to label axons and nerve terminals
(24). The primary antibodies used were a rabbit monoclonal antibody against pHH3 (1/200
dilution; Cell Signaling), a rabbit antibody against cleaved caspase-3 (1/200; Cell
Signaling), a goat antibody against CC10 (1/500; gift from Dr. G. Singh), a Syrian hamster
monoclonal antibody against podoplanin (T1a; 1/1,000; DSHB), a goat antibody against
FOXA2 (1/100; Santa Cruz Biotechnology), a rabbit antibody against pro- SP-C (1/500;
Millipore), a rat monoclonal against PECAM-1 (1/75; BD Biosciences Pharmingen), a
rabbit antibody against neurofilament (1/1,000; Millipore), a rabbit antibody against
synaptophysin (1/5; Invitrogen), a rabbit antibody against N1ICD (1/250; Abcam), and a
rabbit antibody against HEY2 (1/250; Millipore). The biotinylated secondary antibodies
used were a goat anti-rabbit antibody (1/300; Vector Laboratories), a swine anti-goat
antibody (1/300; Cedarlane), a goat anti-Syrian hamster antibody (1/300; Cedarlane), and
a goat anti-rat antibody (1/500; Cedarlane). The fluorescent secondary antibodies FITC-
conjugated donkey anti-goat IgG (1/250; Cedarlane) and Alexa Fluor 488-conjugated
donkey anti-rabbit IgG (1/1,000; Invitrogen) were also used. Finally, the Alexa Fluor 555-

conjugated a-bungorotoxin (1/1,000; Invitrogen) was used.

Morphometry.

Radial alveolar count, a measure of the complexity of the respiratory acini, was
determined by counting the number of air spaces lying on a line drawn perpendicularly
from the center of a terminal or respiratory bronchiole to the closest edge of the pleural
tissue (15). For tracheal luminal measurement, images of histological sections of WT and
mutant specimens were visualized with a Leica SCN400 slide scanner (Leica
Microsystems, Concord, ON, Canada). The apical epithelial surface of each image was

traced and quantified by using the Adobe Photoshop CS3 software.
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In situ hybridization analyses.

Radioactive in situ hybridization experiments were performed on frontal sections
of E13.5 embryos as described (28). The following murine sequences were used as specific
templates for synthesizing [*>SJUTP-labeled riboprobes: a 850-bp Bg/ll-Hindlll genomic
fragment containing the 3'-untranslated region of Hoxad exon 2 (11), a 430-bp BamHI-
Hindlll cDNA fragment covering part of Hoxb5 exon 1 (31), and a 200-bp EcoRI-Xbal
genomic fragment corresponding to Hoxc3 exon 2 (18). After exposure, slides were
counterstained with toluidine blue. Experiments were performed on two to five specimens

per genotype tested.

qRT-PCR experiments.

Total RNA was isolated from the trachea/primary bronchi and the lungs of E18.5
embryos and from the entire respiratory tract of E15.5 embryos according to the TRIzol
reagent procedure (Invitrogen, Carlsbad, CA). cDNA was synthesized with the Superscript
IT Reverse Transcriptase (Invitrogen) using random primers. Quantitative (q)PCR was
performed with Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA) and a thermal cycler ABI PRISM 7000. Samples were analyzed in triplicate. Five to
eight specimens were used for each genotype tested. Primer sequences used were as
follows: Fstll forward ATGGCGACTCTCACCTGGAC, reverse
CAATGAGGGCGTCAACACAG; Hoxa5 forward CCCAGATCTACCCCTGGATG,
reverse GGCATGAGCTATTTCGATCCT; Hoxb5 forward TATTCCCCTGGA
TGAGGAAG, reverse GGGTCAGGTAGCGATTGAAG; T7Tla forward TGGCAAGG
CACCTCTGGTA, reverse GGTGGACAGTTCCTCTAAGGGA; Vegfa forward
TGCACTGGACCCTGGCTTTAC, revers CGGCAGTAGCTTCGCTGGTAG. The
Rpl19 gene was used as control with the primers forward GATCATCC
GCAAGCCTGTGA and reverse GCATCCGAGCATTGGCAGTA.

ChIP assays.
Trachea from E18.5 WT embryos was isolated and mechanically disrupted prior to
be cross-linked with 1% formaldehyde in PBS for 15 min at room temperature. Cross-

linking was stopped by adding glycine to a final concentration of 0.125 M. Extracts were
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then disrupted into crude lysates in 2 ml of swelling buffer (5 mM PIPES pH 8.0, 85 mM
KCl, 1% Nonidet P-40, and protease inhibitors), equilibrated 20 min on ice, and centrifuged
for 5 min at 3,000 rpm at 4°C. The pellets were eluted in 1 ml of chromatin
immunoprecipitation (ChIP) lysis buffer (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA, 1%
SDS) with protease inhibitors (Complete Mini-EDTA-free; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Sonication was performed by using a Bioruptor (Diagenode, Liege,
Belgium) for 10 cycles of a 30-s pulse followed by a 30-s pause at the highest setting to
obtain an average DNA size of 300—-600 bp. Fragmented chromatin (100 pg) was incubated
overnight at 4°C with Dynabeads linked to protein G (Invitrogen) and 2 ug of either rabbit
anti-HOXAS antibody (Aviva Systems Biology, San Diego, CA), rabbit antihistone H3
(ab1791; Abcam, Cambridge, MA), or rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA). Postimmunoprecipitation washes, chromatin elution, cross-link reversion, and
purification of the DNA fragments were done prior to qPCR amplification as described
(41). qPCR-ChIP analyses were performed with the following primers: Fist//-1 forward
AATACTGCCACTGGCCACTAACCA, reverse CTTTGGTCCCATGCCTTTGGGTT
T; Fstli-2 forward AACACAGGTCCACCAGCTTGTATG, reverse
GACATGTGATAGTCAATACGGTGC;  Fstll-3  forward ACAGACTGTAGCT
CTCAGGAAGCA, reverse TGGGACAAGGGCTTGATTTAGGGA; Fstll-4 forward
ACTCTGAATCAAGGAGAATTATGTCCTA, reverse CCAGAGCTTGCAACATGC
CGTATT;, ctl locus forward TGGAGTGCTTACAAGGAAGGCAGA, reverse
ACTAACCGCCATGTTCTTTCGCTC. The values for the samples immunoprecipitated
by anti-HOXAS, anti-histone H3, or control IgG were recorded as the percentage relative
to input. ChIP results were confirmed by three independent experiments and qPCR was

performed in triplicate for each sample.

Statistical analyses.

Student’s 7-test was performed to compare the lung weight-to-body weight ratio,
the number of pHH3-positive cells, the number of acini, the CC10 intensity staining, the
number of tracheal rings, the luminal surface of the trachea, the radial alveolar counts as
well as for gene expression experiments. A significance level inferior to 5% (P <0.05) was

considered statistically significant.
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RESULTS

Expression of Hox35 paralog genes in the developing lung.

To define whether the three Hox5 paralog genes share a similar expression profile
along the respiratory tract, we performed comparative in situ hybridization experiments on
lungs from E13.5 embryos using specific riboprobe for each gene. Hoxa5 and Hoxb5
transcripts were readily seen throughout the mesenchymal component of the distal lung,
whereas only Hoxa5 expression was observed in the mesenchyme surrounding the
epithelium of the trachea and the primary bronchi (Fig. 6.1, A and B). No evident Hoxc5
expression was detected along the respiratory tract (Fig. 6.1C). Thus only Hoxa5 and
Hoxb5 genes displayed specific and overlapping expression domains in the developing

lung. Therefore, we focused our attention on these two HoxJ5 paralog genes.

The loss of Hoxb3 alleles reduces the viability of Hoxa5”- pups.

Given that Hox5 paralog genes demonstrate functional redundancy in axial
patterning, we assessed whether Hoxb5 plays a role in lung development that can be
masked by Hoxa5 compensation (35). In situ hybridization and qRT-PCR experiments
revealed an increased Hoxa5 expression in Hoxb5”" specimens that supported this notion
(Fig.<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>