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ABREVIATION

A: Adénine

AA: Acides aminés

ADN: Acide désoxyribonucléique
ADNCc: ADN complémentaire ou codant
ARN: Acide ribonucléique

ARNm: ARN messager

b-HLH: basic-Helix-Loop-Helix domain
b-HLH (LZ): b-HLH Leucine Zipper domain
b-LZ: basic Leucine Zipper domain
BMP: Bone Morphogenetic Protein

C: Cytidine

CAT: chloremphenicol acetyltransferase
CGg: couche des cellules ganglionnaires
CPE: couche plexiforme externe

CPI: couche plexiforme interne

CNE: couche nucléaire externe

CNI: couche nucléaire interne

Dac: Dachshund

Dpp: Decapentaplegic

Egfr: Epidermal growth factor receptor
Ey: Eyeless

EPR: épithélium pigmentaire de la rétine
ES: Ectoderme de surface

Exd: Extradenticle

Eya: Eyes absent

Eyg: Eye gone

FGF: Fibroblaste Growth Factor

G: Guanine

HAT: Histone Acetyl Transferase

Hh: Hedgehog

Hth: Homothorax

HTH: Helix-Turn-Helix
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HRE: Hormone Responsive Element
INL: Inner Nuclear Layer

K: lysine

kb: kilo paire de bases

Kd: KiloDalton

L: Leucine

MAPK: Mitogen activated protein kinase
N: base azotée quelconque, constituant de 'ADN (A, C, T ou G)
NR: Neurorétine

ONL: Outer Nuclear Layer

P: Proline

pb: paire de bases

Q: Glutamine

RPE: Rétine pigmentaire

RTK: Receptor tyrosine kinase

S: Sérine

So: Sine oculis

T: Thymidine

TDE: Tyrosinase Distal Element
TGF: Transforming Growth Factor
TK: Thymidine kinase

Toy: Twin of eyeless

Tsh: Teashirt

UV: Ultra-violet

W: Tryptophane
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INTRODUCTION

I. LA FORMATION DE L’(EIL

1. Structure et fonction

L’ceil est 'organe de la vision et a ce titre ses différents constituants doivent pouvoir
laisser passer la lumiére, puis traduire cette derniére en influx nerveux qui sera acheminé au
cerveau chargé de ’interpréter. Ainsi, la cornée est une surface transparente en forme de disque
incurvé placée sur la face antérieure de I’ceil (figure 1). Cette derniére est prolongée vers sa partie
postérieure par la sclérotique qui constitue 1’armature de cet organe. La choroide est une sorte de
méninge tapissant la sclérotique et est composée de vaisseaux sanguins, de cellules de soutien et
de mélanocytes issus de la créte neurale. La choroide se prolonge dans sa partie antérieure par les
corps ciliaires et I’iris, un tissu en forme de disque constitué¢ de cellules musculaires lisses, de
mélanocytes et percé d’une ouverture, la pupille qui permet ’entrée de la lumiére dans I’ceil. En
arriere de 1’iris se trouve le cristallin, transparent et biconvexe, suspendu par des ligaments issus
des corps ciliaires et dont les modifications de formes sont essentielles dans I’accommodation.
L’espace situé entre I’iris et le cristallin constitue la chambre postérieure. Entre la cornée et ’iris
se trouve la chambre antérieure remplie d’un fluide transparent, I’humeur aqueuse. Le cristallin
est en contact avec I’humeur vitrée, matrice extracellulaire gélatineuse et transparente, qui tapisse
tout I’intérieur de I’ceil (figure 1). Entre I’humeur vitrée et la choroide se trouve la rétine. On
distingue la rétine pigmentaire, un épithélium constitué d’'une monocouche de cellules qui repose
sur la choroide, et la neurorétine qui repose sur la rétine pigmentaire. C’est la neurorétine
constituée de différentes couches de neurones qui permet de traduire (grace aux photorécepteurs)
et de véhiculer (par I’intermédiaire des axones des cellules ganglionnaires) le signal lumineux en

influx nerveux au cerveau qui I’interprétera.

2. Structure et fonctionnement de la rétine

La rétine des vertébrés contient deux types de photorécepteur : les cones et les batonnets.
Les cones sont responsables de la vision de jour et de celle des couleurs, alors que les batonnets
sont responsables de la vision nocturne. Les cones comme les batonnets ¢laborent des structures
spécialisées qui sont les segments externes afin de capter la lumicre. Ces segments externes
contiennent des pigments visuels qui sont excités par la lumiére. Cette excitation déclenche une
cascade d’activation enzymatique qui aboutit a la transmission du signal.

La rétine possede d’autres types de neurones qui sont les cellules horizontales, les cellules

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Vincent Dolez, Lille 1, 2004

Pupille —_ = Epithélium cornéen
_—— Cornée

fris — ~
) _—— Angle iridocornéen

Conjonctive

Chambre postérieure ————— ———— Canal de Schlemm

Ligaments suspenseurs —— —— Pars plana

du cristallin

" Cristallin — Ora serrata

~ Corps
ciliaire
_—— Muscle extra-oculaire

Humeur vitrée

——— Canal de Cloquet

L

Choroide
Epithélium pigmentaire de la rétine — Sclére
Neuro-rétine _——Fovéa
Espace subarachnoidicn
| Dure-mére

Nerf optique

Figure 1: Schéma de 1'ceil humain. Coupe horizontale. (d'apres Forrester et al., 2002)
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bipolaires, les cellules amacrines et les cellules ganglionnaires. Les cellules ganglionnaires vont
projeter leurs axones vers le cerveau a travers le nerf optique. L’ensemble de ces cellules est
associé a des cellules gliales, des cellules de Miiller qui ont un réle nourricier. Ces cellules sont
organisées en couches (figure 2). Les corps cellulaires des neurones sont présents dans trois
couches distinctes. La couche nucléaire externe CNE qui contient uniquement les noyaux des
photorécepteurs. La couche nucléaire interne CNI qui est composée des corps cellulaires des
cellules horizontales, des cellules amacrines, des cellules bipolaires et des cellules de Miiller. La
troisiéme couche nucléaire correspond aux cellules ganglionnaires CGg. Ces couches nucléaires
sont séparées par des zones de connections synaptiques qui sont les couches plexiformes.

Un épithélium est également présent du coté externe de la neurorétine, c’est la rétine
pigmentaire ou EPR (Epithélium Pigmentaire de la rétine encore appelé RPE pour Retina
Pigmented Epithelium). Cette couche correspond a un épithélium de cellules pigmentées qui
présente du c6té de la neurorétine des microvillosités qui sont en contact étroit avec les segments
externes des photorécepteurs. Ces cellules pigmentées assurent trois fonctions : 1) elles absorbent
une partie de la lumiére afin d’améliorer la netteté de I’image formée, 2) elles jouent un role de
barriére entre la neurorétine et le sang permettant ainsi des échanges de métabolites, 3) par la
présence des microvillosités qui entourent les segments externes, ces cellules participent au
recyclage de ces segments en les phagocytant.

Ainsi dans la rétine, les photorécepteurs vont transmettre un signal aux cellules bipolaires
qui vont le transmettre a leur tour aux cellules ganglionnaires qui le communiquent au cerveau.
Les cellules horizontales établissent des connections latérales entre les photorécepteurs et les
cellules bipolaires, et les cellules amacrines établissent des connections latérales entre les cellules
bipolaires et les ganglionnaires. Ces connections latérales permettent de propager et de renforcer
le signal. Cette schématisation de la rétine recouvre en fait une bien plus grande complexité
cellulaire (Masland, 2001). Les études neuroanatomiques quantitatives conduites sur la
neurorétine de vertébrés ont permis de montrer ’existence d’au moins 55 types distincts de
neurones. Trois types de cones existent, sensibles aux longueurs d’ondes bleues, vertes et rouges.
Les photopigments de rhodopsine sont composés d’une protéine membranaire de 40 Kd,
I’opsine, possédant 7 hélices transmembranaires couplées a un dérivé de la vitamine A, le 11-cis
retinal. Ce sont des mutations dans les opsines qui sont responsables de leur spectre d’absorption
lumineux. L’influx lumineux est absorbé par le 11-cis retinal qui s’isomérise en all-trans rétinal,
conduisant a un changement de conformation de 1’opsine. Cet état photo-excité lui permet
d’interagir avec une protéine G, la transducine a 1’origine d’une cascade biochimique qui

. N ++ + N . . .
conduira a la fermeture des canaux Ca /Na', entrainant 1’hyperpolarisation membranaire.
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Figure 2 : Structure de la rétine. A, Représentation de I'organisation anatomique de la rétine.
B, Représentation des connections synaptiques de la neurorétine. CGg: couche des cellules
ganglionnaires, CPI: couche pléxiforme interne, CNI: couche nucléaire interne, CPE: couche
pléxiforme externe, CNE: couche nucléaire externe, EPR: épithélium pigmentaire de la rétine.
(d'apres Forrester et al., 2002)
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Il existe selon les mammiferes, entre 9 et 11 types distincts de cellules bipolaires connectées aux
cones. Les batonnets sont en moyenne 20 fois plus nombreux que les cones, mais le réseau de
leurs connections est bien plus simple. Les synapses des cones relarguent du glutamate auquel les
cellules bipolaires vont répondre de facon différente selon leur nature, conduisant a la mise en
place d’une circuiterie ouverte ou fermée. Les cones et les batonnets sont connectés a deux types
de cellules horizontales ; ces derniéres ne représentent que 5% des cellules de la couche nucléaire
interne. Les 10 a 15 types distincts de cellules ganglionnaires recoivent la signalisation des
cellules bipolaires a travers les contacts synaptiques établis avec 1’'un des 29 types de cellules
amacrines, les contacts directs bipolaires/ganglionnaires étant minoritaires (Masland, 2001).
Cette diversité cellulaire sur le plan morphologique se double d’une diversité dans I’expression
des neurotransmetteurs, pour conduire a la mise en place de circuits cellulaires dont on doit

maintenant comprendre le réle physiologique.

3. Le développement de I’ ceil

Cette grande diversit¢ cellulaire de la rétine est le résultat du développement du
neuroépithélium. Le systéme nerveux est issu de 1’ectoderme par formation de la plaque neurale
apres enfoncement du neurectoderme, dont les bords se soulévent pour former le tube neural
(neurulation). Alors que dans la partie postérieure de ’embryon, le tube neural va former la
moelle épiniere, dans la partie antérieure, il se différencie en trois vésicules : le prosencéphale, le
mésencéphale et le rhombencéphale. Le prosencéphale se divise ensuite en télencéphale et
diencéphale, et le rhombencéphale en métencéphale et myélencéphale. C’est a partir du
télencéphale (Cobos et al., 2001) qu’émergent deux vésicules optiques qui donneront les futurs
yeux.

Les vésicules optiques sont formées par évagination bilatérale du neuroépithélium. A ce
stade, les territoires présomptifs de la neurorétine et de la rétine pigmentaire sont déja établis. En
fait, il est connu depuis 70 ans que le territoire présomptif des yeux existe bien avant la formation
de la vésicule optique ; chez la salamandre, une partie de la plaque neurale antérieure peut étre
isolée 6 heures avant la formation des vésicules optiques et sa culture in vitro durant 24 heures
fournira un oeil histologiquement normal (Lopashov and Stroeva, 1964). Il semble actuellement
que la spécification du territoire oculaire soit engagée au stade plaque neurale par I’expression
d’une combinatoire de facteurs de transcription incluant ET, Rx1, Pax6, Six3, Lhx2, TIl et
Optx2/Six6 (Zuber et al., 2003). Cette combinatoire de facteurs de transcription est modulée en
réponse a une modification de I’environnement cellulaire. Cette modification induira une cascade

de signalisation dans la cellule dont la conséquence ultime est I’adaptation des facteurs de
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transcription aux variations du milieu extracellulaire. Les agents capables d’induire de telles
modifications sont trés nombreux, et possédent des récepteurs membranaires présentant des
activités biochimiques distinctes (tyrosine kinase, sérine/thréonine kinase, a domaines
transmembranaires multiples). Ainsi, les membres de la famille de protéines secrétées Hedghog
sont requis pour la séparation du champ oculaire en deux compartiments (Macdonald et al.,
1995), et ces protéines sont également impliquées plus tardivement dans la formation de 1’axe
proximo-distal de la rétine et la différenciation de la rétine pigmentaire (Perron et al., 2003).
D’autres facteurs secrétés, comme les membres de la famille des FGF (FGF8) ou de la famille
des TGFbeta (BMP4) sont également essentiels pour le développement et la différenciation
normale des yeux (Crossley et al., 2001). Ces facteurs diffusibles sont également responsables de
la compartimentalisation du neuroépithélium en cadrant dorsal, nasal, temporal et ventral (Huh et
al., 1999) (Zhang and Yang, 2001) (Sakuta et al., 2001; Take-uchi et al., 2003). Une telle
compartimentalisation de la rétine s’observe grace a des genes dont les territoires d’expression
définissent ces différents cadrans. Ces génes codent pour des facteurs de transcription et leur
régionalisation conditionnera I’expression des protéines de guidage axonal a la surface des
axones émis par les cellules ganglionnaires (Schulte et al., 1999) (Baumer et al., 2002). Ces
guidages conduiront les axones a se projeter dans des régions distinctes dans les territoires
d’interprétation visuelle du cerveau.

La partie antérieure de la vésicule, la plus proche de I’ectoderme de surface, donnera la
neurorétine et la partie postérieure, la rétine pigmentaire. Malgré leurs différences de structure et
de fonctions, la neurorétine et la rétine pigmentaire sont issues de précurseurs communs de la
vésicule optique. Les vésicules optiques croissent jusqu'a ce qu’elles touchent 1’ectoderme
(Figure 3A), puis s’invaginent pour former chacune une cupule optique composée de deux
couches cellulaires (Figure 3C). La couche interne va donner la future neurorétine et la couche
externe, la future rétine pigmentée (RPE). Les bords de ces deux couches formeront les corps
ciliaires, I’iris et les muscles. Le pédoncule optique relie la cupule optique au cerveau et
constituera la partie gliale du futur nerf optique. Chez le poulet, la formation des cupules
optiques commence au deuxiéme jour de développement (E2) et la pigmentation apparait au
troisieme jour (E3) (Hamburger and Hamilton, 1951).

Simultanément a la formation des cupules optiques, au niveau du point de contact entre
I’ectoderme de surface et le neuroépithélium, I’ectoderme s’épaissit pour former la placode
cristalline (Figure 3B). Cette placode évolue en une vésicule qui va se différencier ensuite en
cristallin (Figure 3C) et en épithélium cornéen. Les développements des vésicules cristallines et

optiques sont interdépendants. Les mécanismes d’induction du cristallin et de la rétine sont
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Figure 3 : Morphogenése de I’ceil chez le poulet. Les stades de développement sont indiqués en
jours. La future neurorétine est en rouge et la future rétine pigmentaire est en vert. ES:
ectoderme de surface ; Crist: cristallin ; NR : neurorétine ; RPE : rétine pigmentée. (d’apres
Hyer et al., 1998)
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encore largement inconnus, mais on commence a mettre en évidence des gradients de molécules
sécrétées par l'ectoderme et le neuroépithélium, qui agissent ensemble pour permettre le
développement de ces tissus.

Le neuroépithélium et 1I’ectoderme de surface ne sont pas les seules structures a participer
a la formation de I’ceil. En effet, des cellules issues des crétes neurales craniennes migrent et
viennent coloniser 1’ceil en développement ; elles formeront les mélanocytes de la choroide et

d’une partie de I’iris (Le Douarin et al., 1992).

4. Le développement de la rétine

Le développement de la neurorétine passe par trois étapes : la prolifération de précurseurs
neuroectodermiques, 1’organisation en couches cellulaires et la différenciation des cellules
postmitotiques. En fait, bien que 1’on puisse distinguer trois processus, ces derniers sont
étroitement imbriqués les uns dans les autres.

Les cellules de la neurorétine ne se divisent pas toutes au méme rythme. L’arrét de

prolifération et la différenciation commencent dans la partie centrale de 1’ceil et se propagent
dans toutes les directions vers la périphérie (Figure 4). Chez I’oiseau, la progression vers la partie
temporale précede celle vers la partie nasale. De plus, la partie dorsale de la neurorétine se
différencie un peu avant la partie ventrale, la différenciation débutant dans le centre de la rétine,
dans ’aire dorso-temporale prés du pole postérieur et de la base du nerf optique (Prada et al.,
1991). La rétine pigmentaire suit le méme schéma que la neurorétine, dans le sens ou 1’arrét de
prolifération des cellules commence au centre et se propage vers la périphérie.
Chez le poulet, les premiéres cellules a arréter de se diviser et a commencer a se différencier sont
les cellules ganglionnaires, a partir de E2 (Figure 5). Viennent ensuite les cellules amacrines, les
cellules horizontales, les photorécepteurs et les cellules de Miiller. Les cellules bipolaires sont les
dernieres a se différencier, a partir de ES. Dans toutes les zones de la rétine, les premiéres
cellules qui sortent du cycle, se différencient toujours en cellules ganglionnaires et les derniéres,
en cellules bipolaires. On ne sait pas exactement pourquoi cet ordre de différenciation existe, ni
méme pourquoi il est tel qu’il est, le fait est que ce phénomene de délai de différenciation entre
les différents types cellulaires et leur position est fréquent dans le développement du systéme
nerveux central.

Un modéle proposé pour expliquer la détermination des cellules de la rétine suggére que
les progéniteurs rétiniens subissent une succession de changement d’état, chaque état étant
caractérisé par sa compétence a répondre a des stimuli environnementaux, en exprimant une

combinaison de facteurs de transcription (Cepko et al., 1996). Certains de ces facteurs peuvent
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Nasal
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Figure 4 : Repéres spatiaux lors de la neurogenése de la rétine de poulet.
no : nerf optique ; C: central; P: postérieur (d’apres Prada ef al.,1991).
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Figure 5 : Les étapes de la différenciation des différents types cellulaires de
la rétine de poulet. D : Dorsal ; V : Ventral (d’aprés Prada et al.,1991).
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diriger la synthése de récepteurs de surface ou des ¢léments des cascades de transduction du
signal. De plus, des facteurs de transcription répondent aux cascades de transduction pour
permettre a la différenciation de commencer. Le plus souvent, ces cascades de transduction
conduisent a des modifications des facteurs de transcription par phosphorylation, qui auront des
conséquences multiples en terme d’association avec d’autres facteurs, de stabilisation ou de
déstabilisation (par 1’envoi vers le protéasome), voir de migration nucléocytoplasmique du
facteur ainsi phosphorylé. Les états de compétence sont transitoires, et lorsqu’une cellule passe
d’un état a un autre, elle ne peut revenir en arriére. La transition d’un état a un autre pourrait étre
due a des facteurs extérieurs ou a un programme intrinseque. Un méme état de compétence

pourrait donner, en fonction de I’environnement, un ou plusieurs types cellulaires.

5. Le développement du cristallin
Pendant son développement en cristallin, la placode cristalline s’invagine et s’arrondit pour
former la vésicule du cristallin. Apres s’étre fermée et décrochée de I’ectoderme cette vésicule
touche ’ectoderme qui la recouvre. La vésicule du cristallin induit alors 1’ectoderme a former la
cornée transparente. La vésicule cristalline est formée d’une cavité délimitée par 1’épithélium du
cristallin (figure 6A). La différenciation du cristallin en une lentille transparente capable de
diriger la lumiere sur la rétine comporte des changements dans la structure et la forme des
cellules, ainsi que la synthése de protéines appelées les cristallines. Les cellules de la partie
interne de la vésicule s’allongent et, sous I’influence de la rétine neurale, forment les fibres du
cristallin (figure 6B, et C). Tandis que les fibres continuent a grandir, elles synthétisent des
cristallines qui, finalement, vont remplir la cellule et provoquer I’extrusion de son noyau (figure
6D). Les fibres qui synthétisent les cristallines continuent a croitre et remplissent I’espace entre
les deux couches de la vésicule du cristallin. Les cellules antérieures de la vésicule constituent un
épithélium germinatif, qui continue a se diviser. Ces cellules en division se déplacent vers
I’équateur de la vésicule et, quand elles traversent la région équatoriale, elles aussi commencent a
s’allonger. Donc, le cristallin contient trois régions : une zone antérieure de cellules épithéliales
qui se divisent, une zone équatoriale de cellules qui s’allongent et une zone postérieure et
centrale de cellules-fibres (figure 6E). Cet arrangement persiste pendant toute la vie avec
formation continue de fibres.

I1 existe relativement peu de mutants affectant le développement du cristallin. Il s’agit
essentiellement des facteurs de transcription Pax6 (Grindley et al., 1995), c-maf (Ring et al.,
2000), Mab21L1, qui serait situé¢ en aval de Pax6 (Yamada et al., 2003), ainsi que de deux
facteurs diffusibles, BMP7 (Wawersik et al., 1999) et BMP4 (Furuta and Hogan, 1998) pour
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Figure 6: Différenciation du cristallin. Différenciation des cellules du cristallin. (A) Vésicule
du cristallin. (B) et (C) Différenciation des fibres primaires du cristallin, ¢longation des cellules
internes formant des fibres du cristallin. (D) Différenciation et élongation des fibres secondaires
du cristallin. (E) Au cours de la croissance du cristallin, il y a différenciation de nouvelles fibres
et les noyaux dégénérent. (d’apres Paton et Craig, 1974)
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lesquels 1’absence de placode cristalline a été rapportée. Le récepteur BMP de type 2 est présent
sur les cellules de la région équatoriale, 1’utilisation de récepteurs dominants négatifs des BMP
conduit chez les souris transgéniques a un défaut de différenciation des fibres (Faber et al.,
2002). A coté des BMP, les membres de la famille des FGF sont également importants pour le
développement de la placode cristalline (Faber et al., 2001; Vogel-Hopker et al., 2000) et la
différenciation des fibres, en modulant notamment la stabilit¢ du facteur L-maf (Ochi et al.,
2003), montrant que les mémes facteurs diffusibles sont utilisés a des moments distincts pour le
développement de la vésicule optique et du cristallin.

Pour focaliser la lumicre, le cristallin doit présenter un indice de réfraction plus élevé que
le milieu environnant. Cela est atteint par la synthése des cristallines, qui doivent de plus étre tres
résistantes car ces protéines ne seront pas renouvelées, les cellules fibres ayant perdu leur noyau.
De facon étonnante, il est trés vite apparu que ces protéines particuliéres qui peuvent représenter
jusqu'a 90% des protéines du cristallin, ne sont en rien spécifiques de celui-ci. De plus, 1’analyse
des cristallines de différentes espéces ont permis de montrer que de trés nombreuses protéines
pouvaient jouer ce role (Wistow, 1993). Ainsi, il apparait que le cahier des charges pour qu’une
protéine puisse faire une cristalline, est de pouvoir étre produite en grande quantité sans
s’aggrégér, d’€tre résistante aux radiations et aux oxydations, et d’étre transparente, c’est-a-dire
présenter des centres de diffraction inférieurs a la longueur d’onde de la lumiere (Delaye and
Tardieu, 1983).

Deux types de cristallines existent : les cristallines ubiquistes, présentes chez tous les
vertébrés, et des cristallines spécifiques d’especes.

Les cristallines ubiquistes sont dénommées o, 3 et y. La famille o est composée de deux
geénes apparentés (oA et aB) dont les produits de 20kD présentent 60% d’identité de séquences.
Ces deux genes produisent a eux seuls 50% du poids sec du cristallin des mammiferes. Les aB
cristallines sont des petites protéines de choc thermique exerg¢ant une activité chaperonne, qui
peut étre importante pour la conformation correcte des protéines du cristallin, et la transparence
de celui-ci. 7 génes codent les cristallines B qui forment des hétérodimeres, et 6 a 7 autres genes
codent les cristallines y qui sont monomériques. Les cristallines 3 et y sont apparentées entre elles
et apparentées a la sphéruline 3a du champignon Physarum polycephalum, ainsi que d’autres
genes de la super-famille By non spécifique du cristallin (Rajini et al., 2001). Les protéines de
cette super famille ont la particularité de présenter un motif structural particulier, défini grace a la
cristallographie aux rayons X et défini comme « greek-key ». Les cristallines n’ont pas toutes la
méme répartition dans le cristallin, les cristallines y étant préférentiellement localisées dans sa

région centrale.
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Les cristallines spécifiques d’espéces ont en commun d’étre, a 1’origine, des geénes codant
des enzymes. Ces genes peuvent d’ailleurs étres indépendamment recrutés au cours de
I’évolution dans des espéces différentes. C’est ainsi que 1’aldéhyde déshydrogénase est a la fois
la n-cristalline de I’¢éléphant, et la cristalline oméga de poulpe. De méme, la C-cristalline de
cochon d’inde, qui n’est autre que la quinone réductase est également la cristalline du chameau,
lequel n’est pas phylogénétiquement apparenté au cochon d’inde. Ces deux exemples montrent
que des génes codant des enzymes peuvent étre recrutés indépendamment au cours de 1’évolution
pour servir de cristallines. La raison invoquée pour expliquer le grand nombre des cristallines
spécifiques d’especes tient dans la diversité d’indice de réfractions des milieux (eau, air) dans
lesquels vivent les animaux, et le cristallin adapte son indice de réfraction a ces différents
milieux a I’aide de ces cristallines spécifiques d’especes (Wistow, 1993).

Comment une enzyme peut—elle étre recrutée pour devenir une cristalline ? Un élément
de réponse peut étre trouvé dans la comparaison des séquences du geéne codant la quinone
réductase chez le cochon d’inde (cristalline spécifique d’espece £), chez la souris et ’homme ou
ce gene code exclusivement la quinone réductase. Il apparait que le premier intron du géne de
cochon d’inde possede des ¢éléments de régulation nouveaux, qui font que ce geéne peut étre
exprimé en trés grande quantité dans le cristallin par I’intermédiaire des facteurs Pax6 et Maf
(Sharon-Friling et al., 1998). Le facteur Pax6, que nous détaillerons plus loin, est essentiel pour
la régulation (positive ou négative) de I’expression de nombreux genes de cristallines. Pax6 est
présent dans les cellules cuboidales de 1’épithélium, sur la surface antérieure du cristallin, et la
zone proliférative équatoriale. Dans le cristallin embryonnaire, Pax6 est toujours détectable dans
le noyau des cellules de fibres post-mitotiques, mais disparait au moment de leur différenciation
(Duncan et al., 1998). Ce facteur active les cristallines oA, aB, 61 et { mais réprime 1’expression
de la BB1 (Duncan et al., 1998). L’expression de formes tronquées de Pax6 dans le cristallin sous
I’influence du promoteur de I’aA cristalline conduit a des cataractes et des anomalies de
structure du cristallin, probablement par sa compétition avec le facteur endogene (Duncan et al.,
2000a). On sait maintenant que 1’expression des cristallines n’est pas restreinte au cristallin.
C’est ainsi qu’une étude récente du transcriptome a mis en évidence 1’expression de 20 génes de
cristallines dans la neurorétine (Xi et al., 2003). Ce qui est spécifique du cristallin, finalement,

c’est la treés grande quantité avec laquelle ces protéines y sont produites.
6. Transdifférenciation de la rétine

Le devenir du primordium oculaire n’est pas déterminé d’emblée pour donner la

neurorétine et la RPE. Il existe une période au cours de laquelle le devenir de ces deux tissus peut
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étre reversé. Il est en effet possible de régénérer la neurorétine a partir de la rétine pigmentaire in
vivo, apres extirpation de la neurorétine et réimplantation de morceaux de rétine dans la cavité de
I’ceil (Coulombre and Coulombre, 1965) (Coulombre and Coulombre, 1970). C’est ce qu’on
appelle la transdifférenciation. Au cours de ce phénomene, la cellule passe par des états
successifs de dédifférenciation avant de s’engager dans une nouvelle voie de différenciation,
distincte de celle dans laquelle elle était initialement engagée (figure 7). D’ou le nom de
transdifférenciation. Il y a changement de type cellulaire. Ainsi, lorsque la RPE se
transdifférencie en neurorétine par exemple, on observe d’abord I’extinction des génes MMP115
et pP344 codant des protéines de pigmentation (Mochii et al., 1988). En revanche, I’expression
du proto-oncogéne c-myc augmente lors de la dédifférenciation des cellules de rétine
pigmentaire. Puis les cellules dépigmentées proliférent et constituent une couche de cellules
neuroépithéliales qui ont la capacité de se différencier en structure neurorétinienne stratifiée
contenant des photorécepteurs. Notons que dans les expériences de Coulombre et Coulombre, la
polarité de la neurorétine engendrée par transdifférenciation est inversée.

La régénération de la neurorétine a partir de la RPE ouvre des perspectives d’étude de la
différenciation neuronale, d’autant qu’on peut reproduire la transdifférenciation de la RPE in
vitro. Chez le poulet, des morceaux de RPE prélevés a E4 et au début de ES, et mis en culture,
sont capables de se transdifférencier en neurorétine (structure pluristratifiée, détection de cellules
de Miiller, de photorécepteurs, etc.) et en corps lenticulaires (accumulation de différentes
cristallines) (Tsunematu and Coulombre, 1981). Il semble que le choix entre Ia
transdifférenciation de la RPE en neurorétine ou en corps lenticulaires dépende de la composition
du milieu de culture. Les cellules de la partie centrale de la RPE restent pigmentées et
polygonales lorsqu’on réalise des cultures d’explants prélevés a E4, alors que les cellules
périphériques perdent progressivement leur pigmentation et prennent une forme fibroblastoide.
Mais au bout de 3 jours de culture, il apparait des foyers de cellules dépigmentées et
prolifératives au centre des morceaux de RPE. La différenciation neuronale apparait au bout de 7
jours et se prolonge jusqu’au quatorzieme jour de culture. Des corps lenticulaires apparaissent
occasionnellement en marge des explants. La capacit¢ de la RPE a se transdifférencier en

éme

neurones diminue brutalement au cours du 57 jour de développement, mais on peut encore
déceler de la transdifférenciation cristalline a partir d’embryons donneurs a E5, 8,9, 10, 11, 15 et
méme a partir d’'un poulet de un an. Notons que la RPE de feetus humain de trois mois est
¢galement capable de former des corps lenticulaires en culture.

En culture, la neurorétine est, elle aussi, capable de transdifférenciation en cellules

pigmentées et en corps lenticulaires. Lorsque 1’on dissocie des cellules de neurorétine d’oiseau a
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Figure 7 : Les étapes de la transdifférenciation.
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E8/E9, on observe un tapis de cellules épithéliales recouvertes d’agrégats de cellules rondes
connectées entre elles par ce qui pourraient étre des axones, ces cellules correspondant trés
certainement aux neurones de la neurorétine. Au cours des passages, ces petites cellules rondes
disparaissent, phénomeéne corrélé a la chute d’expression de marqueurs neuronaux comme la
choline-acétyletransférase, 1’acide glutamique-décarboxylase, etc. Apparaissent alors des petites
cellules épithéliales. C’est au sein de cette population que ’on observe les phénomenes de
pigmentation et de formation de corps lenticulaires, avec accumulation de cristallines.

Nous venons d’évoquer des cas de transdifférenciation spontanée (provoquée par
I’environnement du tissu in vivo ou in vitro) mais la RPE et la neurorétine sont capables de
transdifférenciation, en réponse a diverses molécules définies, dont des facteurs de croissance,
comme le FGF2, ou des facteurs de transcription, comme Myc, qui est capable de
transdifférencier la neurorétine en cellules pigmentées, et la RPE en neurones (Martin et al.,
1992) (Plaza et al., 1999a). La possibilité¢ d’induire la transdifférenciation in vitro constitue un
outil puissant pour isoler et étudier le role de facteurs de transcription dans la prolifération et la

différenciation de la rétine au cours du développement embryonnaire.

II. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION ET LA MORPHOGENESE OCULAIRE

1. Les facteurs de transcription : présentation

La transcription de I’ADN en ARN nécessite un complexe protéique contenant une ARN
polymérase. Mais pour que ce complexe puisse accéder a I’ADN, il faut que la zone cible soit
accessible. Cela dépend de I’état de compaction de ’ADN autour des histones du nucléosome
(Wolffe, 1994). Deux contingents d'histones (H2A, H2B, H3 et H4) forment le cceur du
nucléosome, unité de base autour de laquelle s’enroule I’ADN (Figure 8). Les lysines de la
portion aminoterminale de ces histones sont modifiées par des activités enzymatiques
(phosphorylation, méthylation et acétylation), qui modulent le repliement de 1’extrémité
aminoterminale des histones, conduisant a une chromatine compacte ou décompactée.

L’enroulement de I’ADN autour des histones empéche 1’accession a I’ADN des facteurs
de transcription. Le degré de compaction de la chromatine dépend essentiellement de I’état
d’acétylation des lysines aminoterminales des histones controlant ainsi leur charge positive. La
désacétylation, conduisant a la compaction de la chromatine, constitue un moyen d’empécher
I’expression des geénes. Ainsi, de nombreux facteurs de transcription interagissent directement
avec des protéines a fonction histone-acétylase (pour les activateurs) ou désacétylase (pour les

répresseurs).
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Figure 8 : Structure du nucléosome et modifications post-traductionnelles des histones.
Représentation schématique du nucléosome: les queues amino-terminales de 6 des 8 histones
formant le nucléosome sont représentées, ainsi que les queues carboxy-terminales de 2 des 8
histones (lignes en pointillé). Les sites de modifications post-traductionnelles sont représentés
par les carrés et ronds colorés et sont définis par la légende en bas a gauche.( acK: lysine
acétylée; meR: arginine méthylée; meK: lysine méthylée; PS: sérine phosphorylée; uK: lysine
ubiquitinilée) Les numéros des résidus modifiés sont indiqués.
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On distingue deux grandes classes de facteurs de transcription: les facteurs de
transcription généraux et les facteurs de transcription spécifiques. Les facteurs généraux
participent a la transcription de base des genes. Ils sont en nombre restreint et d’expression
ubiquiste. Les facteurs de transcription spécifiques, en revanche, sont trés nombreux mais ont le
plus souvent une expression restreinte a quelques types cellulaires, et gouvernent la transcription
d’un nombre limité de genes. Ils sont responsables de I’expression « tissu-spécifique » de leurs
geénes cibles, en régulant positivement ou négativement leur transcription de base. Ils se fixent
sur des séquences de reconnaissance qui leur sont propres, situées dans les promoteurs des geénes,
et/ou dans des ¢léments régulateurs appelés «enhancer», quand il y a activation de la
transcription, et «silencer», quand il y a répression. Ces séquences peuvent étre situées trés loin
en amont ou en aval du site de démarrage de la transcription, a des centaines, voire des milliers
de bases. Les interactions avec le complexe de base de transcription sont dans ce cas permises
par la courbure de I’ADN, suite a la compaction autour des nucléosomes et des repliements de la
chromatine (Figure 9). Parfois, un intermédiaire établit un pontage entre les facteurs spécifiques
et la machinerie transcriptionnelle de base. Ce peut étre le cofacteur ubiquiste CBP ou une
protéine treés proche appelée p300 (Figure 10B). CBP/p300 fixent un grand nombre de facteurs
(Figure 10A). De plus, ils possédent une activité histone acétyltransférase (HAT), corrélée a leur
activité positive sur la transcription.

Les facteurs de transcription contiennent plusieurs domaines fonctionnels, qui parfois se
chevauchent. On peut trouver un ou plusieurs domaines de fixation a I’ADN, flanqué(s) d’un ou
plusieurs domaines de transactivation, quoique certains facteurs de transcription ne posseédent pas
de domaine de fixation a ’ADN ; ce qui souligne I'importance des interactions protéines-
protéines dans la transcription. Les domaines d’interactions protéiques d’un facteur de
transcription sont parfois aussi importants que le domaine de liaison a I’ADN pour la spécificité
d’action du facteur en question. Le domaine de fixation a ’ADN peut lui-mé€me servir aux
interactions protéiques. Parfois, il peut exister un domaine répresseur seul (comme dans
Engrailed (Han and Manley, 1993; Jaynes and O'Farrell, 1991)) ou co-existant avec un domaine
activateur (comme dans Etsl (Schneikert et al., 1992)). De nombreuses protéines se fixent a
I’ADN sous forme d’homo- ou d’hétérodimeres. Dans ce cas, on trouve associé au domaine de
fixation a I’ADN, un domaine de dimérisation. La fagon la plus pratique de classer les facteurs de
transcription est de les regrouper en fonction de la structure de leur domaine de liaison a I’ADN.
On distingue ainsi plusieurs grands ensembles de facteurs, regroupés en familles, sur la base
d’homologies de séquence. Nous allons nous intéresser a des facteurs porteurs d’un domaine de

type HTH, b-HLH (LZ), b-LZ ou de doigt de zinc.
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Figure 10 : Structure et fonction de CBP/p300. CBP/p300peuvent interagir avec de nombreux

facteurs de transcription spécifiques (A) et avec le machinerie transcriptionnelle de base(B).
(d’aprés Janknecht et Hunter, 1996)

© 2004 Tous droits réservés.

http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Vincent Dolez, Lille 1, 2004

24

2. Le domaine HTH
Le prototype de ’homéodomaine est composé de 60 acides aminés et reconnait sur I’ADN cible,
un motif consensus TAAT, flanqué de séquences adjacentes qui déterminent la spécificité de
reconnaissance pour chaque facteur. La fixation a I’ADN est assurée par deux hélices de 8 a 10
acides aminés séparées par un coude B de 3 acides aminés. Le tout est stabilisé par une troisieme
hélice. Certains facteurs a domaine HTH se fixent sous forme de dimeéres au niveau de séquences
palindromiques, chaque monomere reconnaissant un demi-site. Chez les eucaryotes, de
nombreux genes de segmentation possédent un tel domaine de fixation a I’ADN. On peut citer
par exemple les complexes Antennapedia, qui spécifie la partie antérieure de I’embryon, et
Bithorax, qui en détermine la partie postérieure. Ces génes constituent le complexe Hom-C
(Homeotic Complex) dont I’équivalent vertébré est le complexe Hox. Le domaine homéo est
particuliérement bien conservé au cours de 1I’évolution. On trouve parfois dans les facteurs a

homéodomaine, un deuxiéme domaine de fixation a I’ADN :

¢ Association au domaine POU : Le domaine POU a été caractérisé lors de la découverte
simultanée de quatre facteurs : Pitl, Octl et 2, et Unc 86. Le domaine POU, long de 150 a 160
acides aminés, est constitué de deux sous-domaines : un domaine de 75 acides aminés POU-
spécifique (POUs) et un domaine homéo divergent (POUnp) (Figure 11). Les deux sous-

domaines sont nécessaires a la liaison a I’ADN. Séparément, ils ne fixent pas I’ADN.

¢ Association au domaine Paired : Ce domaine de 128 acides aminés a initialement été
découvert dans la protéine Paired de drosophile. Il contient en fait deux sous-domaines de type
HTH (Jun, 1996). Contrairement au domaine POU, il est capable de se fixer a I’ADN
indépendamment de I’homéodomaine. On le retrouve dans d’autres protéines de drosophile

comme Eyeless.

¢ Association au domaine Lim : Le domaine LIM de 60 acides aminés dénommé d’apres les
protéines a homéodomaine Linll, Isl-1 et Mec3. Il s’agit d’'un domaine a doigt de Zinc,
incapable de se lier a I’ADN et qui constitue un motif d’interaction protéique. Ce motif est
notamment présent dans la protéine a homéodomaine Lxh2, indispensable pour la formation des

yeux et la spécification du territoire oculaire (Bach, 2000) (Zuber et al., 2003).

3. Le domaine basique b-HLH

Le domaine b-HLH associe un domaine basique de liaison a ’ADN (domaine b),
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reconnaissant une boite E (CANNTG), a un domaine de dimérisation constitu¢ de deux hélices
amphipathiques de 8 a 24 résidus, séparées par une boucle de 8 acides aminés (HLH pour Helix-
Loop-Helix) (Figure 11). Ce motif a d’abord été décrit dans les protéines E12 et E47 qui
interviennent dans le développement des muscles. On trouve parfois associée au b-HLH, une
crémaillére a leucines qui vient renforcer la dimérisation (LZ) (Myc et Mitf par exemple). La
crémaillére a leucines forme une hélice o présentant une leucine tous les 7 acides aminés. 4 a 5

résidus leucine se retrouvent ainsi du méme coté de 1’hélice.

4. Le domaine b-LZ

Ce domaine est constitu¢é d’un domaine de fixation a I’ADN de type basique,
indissociable d’'un domaine de dimérisation de type Leucine-Zipper (Figure 11). De nombreux
facteurs présentent un tel domaine. On peut citer les oncoprotéines Jun et Fos, du complexe AP-1

(Activator Protein-1), ou encore CREB (c-AMP Responsive Element Binding Protein).

5. Le doigt de Zinc

Initialement cette structure a été proposée comme domaine de fixation a I’ADN pour
TFEIIIA, le premier facteur de transcription général caractérisé chez les eucaryotes. Il fait partie
du complexe d’initiation entourant I’ARN polymérase III. Il contient dans sa séquence
peptidique, un motif répété de 30 acides aminés, dont le repliement de chaque répétition permet
la chélation d’un atome de Zinc (Miller, 1985). La structure ainsi formée autour de I’atome de
Zinc constitue un doigt qui contacte I’ADN. De nombreuses protéines possedent un tel domaine
de fixation a ’ADN. On les a regroupées en trois classes sur la base de la séquence du doigt de

zinc :

¢ Classe I (ou C,H;) : Au sein de cette famille, le Zinc est chélaté par 2 cystéines et 2

histidines. Le nombre de doigts de zinc varie en fonction des facteurs de transcription ; en
général, il y en a entre deux et quatre, parfois plus. La fixation a I’ADN se fait sous forme de

monomere.

¢ Classe II (ou Cy) : Ici, ce sont 4 cystéines qui chélatent le Zinc. La structure est constituée

de deux modules (Figure 11). Ce motif reconnait la séquence HRE (Hormone Responsive
Element) sur ’ADN. On compte parmi ce type de facteurs, les récepteurs aux hormones

thyroidiennes et stéroidiennes, ainsi que les récepteurs a I’acide rétinoique.

¢ Classe III (ou Cg) : Cette fois, ’atome de Zinc est contacté par 6 cystéines. Cette structure
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Type de domaine

1 I H
Domaine POU B I
(Ex:Bm, Oct)
L— POUs POUwp —

Liaison a I'ADN

H LLLL
b-HLH-LZ
(Ex:Mye, Mi)
Liaison & I'ADN
Dimérisation
p C Zntt
Cozn 11
Doigt de Zinc ) i1
(Ex:Récepteurs a —_—
l'acide rétinoigue) l ]
Liaison & 'ADN
Dimérisation
LLLL
b-Leucines Zipper
(Ex: Fos, Jun)

Liaison & I'ADN

Figure 11 : Quelques types de domaines de fixation a I’ADN.
Les petits rectangles surmontés de + représentent des domaines
Chargés. C : Cystéine ; L : Leucine. (d’apres He et Rosenfeld, 1991)
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caractérise de nombreux facteurs de levure, comme GAL4. Cette structure caractérise également
le domaine LIM qui peut étre présent dans des protéines a homéodomaine, dans des kinases ou

sous forme de motifs répétés au sein d’une protéine (Bach, 2000).

Les analyses de mutants chez les organismes invertébrés, ont beaucoup apporté a la
compréhension du développement du systeme nerveux. La drosophile et Caenorhabditis. elegans
ont permis d’identifier beaucoup de facteurs de transcription impliqués dans la neurogenése, et
d’établir les cascades et les connexions qui existent entre les différents facteurs. Bien que la
structure de D’ceil puisse étre tres différente chez les invertébrés et les vertébrés, le contrdle
génétique de leur morphogenése met en jeu les mémes genes. Les facteurs importants pour la
neurogenese sont particuliérement bien conservés au cours de 1’évolution et se retrouvent chez
les vertébrés, souvent dupliqués au sein de familles, comme celles des génes Pax ou celles des
genes Six par exemple. Nous allons présenter quelques facteurs de transcription mis en jeu dans
le développement de I’ceil. Un certain nombre de facteurs importants pour la morphogenese
oculaire sont des facteurs a domaine homéo et a domaines b-HLH. D’une fagon générale, les
geénes agissant le plus précocement sont plutdt des génes codant des facteurs a homéodomaine
(genes de détermination) et les génes plus tardifs, des geénes codant des facteurs a b-HLH (genes
de différenciation). Les premiers spécifient le devenir des territoires tissulaires et les seconds la

nature de la différenciation affectant les cellules dans ces territoires.

II1. LE GENE Pax6

1. La famille Pax

Chez les mammiferes, la famille des genes pax, pour Paired Box, est composée de neuf
membres qui sont des facteurs de transcription ayant en commun un domaine de fixation a
I’ADN la boite paired. Ils sont regroupés en quatre sous-familles en fonction de leurs homologies
(tableau 1). A DI’exception de Pax4 et Pax6, les autres membres possedent une séquence
octapeptidique impliquée dans la dimérisation. Pax1 et Pax9 ne possédent pas d’homéodomaine
du tout et Pax2/5/8 possedent seulement un homéodomaine partiel.

Les geénes pax jouent des roles importants au cours du développement et plus
particuliérement dans le systéeme nerveux. En effet, exception faite de pax/ et pax9, tous les
membres de la famille jouent un role dans le développement du systéme nerveux central, mais
sont aussi souvent impliqués dans le développement d’autres organes. C’est le cas de pax6 qui

est exprimé dans le tube neural et le pancréas endocrine (Turque et al., 1994). C’est le premier
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GENE CHROMOSOME STRUCTURE CLASSE
Souris Humain Prd OCT HD

Pax-1 2 20p11 — ] 0 I
Pax-2 19 10925 R () ] I
Pax-3 1 2q35 W 0 ] II
Pax-4 6 7q22-qter —E | v
Pax-5 4 9p13 R 0 ] I
Pax-6 2 11p13 —FE  — v
Pax-7 4 11p36.2 —V7774 0 ] 11
Pax-8 2 2qi2-ql4 _- G D 111
Pax-9 12 14q12-q13 — ] 0 I

Tableau 1 : Classification des génes pax. La famille a été divisée en 4 classes en fonction de la
structure des génes (boites Prd de méme couleur par classe). Prd : domaine paired ; OCT :

octapeptide ; HD : homéodomaine. (d’aprés Gruss et Walther, 1992)
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membre de la famille a étre exprimé dans le cerveau au cours du développement. On le retrouve
dans les futurs télencéphale et diencéphale, dans les ébauches des futures cupules optiques
(Walther and Gruss, 1991). Plus tard, son expression dans 1’ceil s’étendra de la RPE a la
neurorétine (Plaza et al., 1995b), au cristallin (Grindley et al., 1995) et a la cornée (Plaza et al.,

1995b).

2. pax6, un géne maitre du développement de I’ceil

Le géne pax6 joue un role essentiel au cours du développement de 1’ceil. En fait, plusieurs
observations ont fait de pax6 un « master gene » du développement de I’ceil. Chez la drosophile,
des mutations dans eyeless, 1’orthologue de pax6, empéche la formation des yeux (Quiring et al.,
1994). L’expression ectopique de eyeless dans des cellules de disques imaginaux autres que le
disque oeil-antenne, qui est le disque ou normalement eyeless s’exprime, conduit a la formation
d’yeux ectopiques a la place de I’organe normal (Halder et al., 1995); ceci montre que eyeless est
capable d’induire la cascade des génes nécessaires a la morphogenese de 1’ceil et de changer le
devenir du tissu primitif, ce qui suppose la capacité de réprimer les geénes de détermination
précédemment exprimés. De la méme fagon, chez les vertébrés et en particulier chez le xénope,
la surexpression de pax6 peut induire des yeux ectopiques (Chow et al., 1999). De plus, les
mutants Small eye, affectés dans ce gene, présentent des petits yeux a 1’état hétérozygote et sont
dépourvus d’yeux a 1’état homozygote. Chez I’homme, de nombreuses mutations dans pax6 sont
a l’origine de I’aniridie (malformation oculaire affectant plus ou moins séveérement I’iris) et
I’anomalie de Peter (présence d’adhérence entre le cristallin et la cornée). Les anomalies
observées sont causées par la perte de fonction d’un des deux alléles, les mutations étant 1étales a
I’état homozygote. Mais chez la souris, la surexpression de pax6 par transgenese induit aussi un
phénotype de microphthalmie. En fonction du nombre de copies intégrées du transgene, on peut
observer une microphthalmie sévere dans un fond génétique normal (Schedl et al., 1996). Toutes
ces données montrent a quel point le juste dosage de la protéine est nécessaire a la morphogenese
oculaire. Un déséquilibre provoqué par une sousexpression ou une surexpression conduit a des

malformations.

pax6 est retrouvé dans toutes les especes a partir des cnidaires. pax6 pourrait constituer
avec le gene de la rhodopsine, les deux genes essentiels a la geneése d’un oeil ancestral commun,
constitué d’une cellule pigmentée et d’un photorécepteur (pour revue: (Gehring and Ikeo,
1999)). Chez la drosophile, il existe un autre orthologue de pax6, appelé twin of eyeless (toy),

apparu par duplication au cours de 1’évolution des insectes. Chez le poisson zebre aussi, pax6 est
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dupliqué en deux génes tres proches, pax6.1 et pax6.2, aux domaines d’expression chevauchants,
suggérant qu’il existe un partage des tiches entre ces deux geénes pour le développement du
cerveau et de I’ceil (Nornes et al., 1998). On ne retrouve pas pax6.2 chez les vertébrés supérieurs
comme le poulet, la souris et I’homme. Le(s) géne(s) pax6 de différentes espeéces (ascidie,
calamar, souris, poisson zébre et homme) peuvent induire des yeux ectopiques chez la
drosophile, ce qui souligne la conservation de sa fonction depuis les invertébrés jusqu’aux
vertébrés (Gehring, 1996; Glardon et al., 1997; Nornes et al., 1998; Tomarev et al., 1997).

De facon tout a fait intéressante, certaines séquences de régulation de pax6 ont également
été conservées entre la drosophile, la souris, la caille et I’homme (Plaza et al., 1995b; Quiring et
al., 1994) (Plaza et al., 1995a) (Xu et al.,, 1999) (Plaza et al., 1999c). Certains ¢léments
régulateurs sont méme interchangeables entre la drosophile et la souris (Xu et al., 1999). Chez les
vertébrés, Pax6 est capable d’autoréguler positivement sa propre expression, en se fixant
directement sur ses promoteurs (Plaza et al., 1993). Chez la drosophile, twin of eyeless agit en
amont de eyeless lors de la morphogenéese de 1’eil, en se fixant sur un enhancer de eyeless pour
I’activer (Czerny et al., 1999). Cette observation souligne un aspect intéressant de 1’évolution des
schémas morphogénétiques : chez les vertébrés, Pax6 s’autorégule positivement alors que chez la
drosophile, apres duplication du geéne, la boucle autocatalytique s'est transformée en boucle
hétérocatalytique dans laquelle des paralogues se régulent, intercalant eyeless en aval de toy dans
le schéma développemental. D'une maniere génerale, l'intercalation de genes par duplication et
divergence, pourrait expliquer en partie I’évolution de la morphogenése de 1’ceil a partir d’un
ancétre commun. Un deuxiéme moyen serait le recrutement de nouveaux genes dans la voie
morphogénétique, genes qui se retrouveraient alors placés en aval de séquences de régulations
oeil-spécifiques. De nombreux exemples de ce genre ont été décrits pour les cristallines qui sont
des protéines qui ont souvent une toute autre fonction ailleurs dans 1’organisme (pour revue :
(Piatigorsky and Wistow, 1989)). Enfin, une troisieme fagon de faire évoluer les yeux peut
reposer sur l’existence d’isoformes protéiques spécifiques d’espece. Ainsi, pour Pax6, 1’exon
inséré par épissage alternatif dans la portion amino-terminale du domaine paired, formant ainsi la
p48, n’existe pas chez les invertébrés. La fonction de la p48 chez les invertébrés est prise en
charge par un autre gene: eyegone (Dominguez et al., 2004).

Chez la drosophile, Toy n’est pas le seul facteur a activer la transcription de eyeless.
Eyes-absent (Eya), Sine-oculis (So) et Dachshund (Dac) peuvent également I’activer (Bonini et
al., 1997) (Chen et al., 1997a) (Pignoni et al., 1997) (Shen and Mardon, 1997). Ces trois génes
interviennent dans le développement trés précoce de 1’ceil. Ils sont capables d’induire des yeux

ectopiques et des mutations « perte de fonction » dans ces génes conduisent a une absence totale
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d’ceil (Mardon et al., 1994) (Bonini et al., 1993) (Cheyette et al., 1994) (Halder et al., 1998). Eya
est dépourvu de domaine de fixation a I’ADN mais contient un nouveau type de domaine
d’interaction protéique. Eya fait partie d’un complexe de régulation incluant So, qu’il contacte au
niveau de son domaine Six (Pignoni et al., 1997). So est le prototype d’une famille de facteurs de
transcription & homéodomaine, appelés Six. Dachshund code une protéine nucléaire exprimée
trés précocement, et nécessaire a I’initiation de la morphogenése de 1’ceeil. Ces trois genes, eya, so
et dac, font partie de la boucle hétérocatalytique positive de eyeless, bien que leur expression
initiale nécessite eyeless. Ainsi eyeless n’est pas simplement I’initiateur d’une cascade
d’activation linéaire de geénes lors de la formation de 1’ceil, mais fait partie, avec toy, eya, so, dac
et bien d’autres encore, d’un réseau complexe et enchevétré de régulation (Figure 12). Des
orthologues et paralogues de eya, so et dac ont été isolés chez les vertébrés, suggérant que ces
geénes soient impliqués dans les mémes types de réseaux de régulation au cours de la mise en
place de I’ceil (Bonini et al., 1997). De fait, chez le xénope, un réseau de facteurs de transcription
incluant différents orthologues et paralogues des génes décrits chez la drosophile, exprimés selon
un profil d’expression dynamique et recouvrant, semble responsable de la spécification
progressive du territoire oculaire et de la capacité a induire des yeux ectopiques a haute fréquence

en cas d’expression simultanée (Zuber et al., 2003).

3. Les génes cibles de Pax6

La définition des geénes cibles de Pax6 est actuellement en cours. Un géne aussi important
pour le développement des yeux doit activer et/ou réprimer une grande quantité de génes. Les
différentes familles de genes cibles de Pax6 incluent les facteurs de transcription, qui vont avoir
un role de différenciation en aval de Pax6, des protéines impliquées dans les contacts
intercellulaires, des protéases également impliquées dans les remodelages tissulaires, des
protéines secrétées régulatrices de I’activité des facteurs de croissance et des protéines résultant
de la différenciation comme les kératines ou les cristallines. Des études récentes de protéomique
ont conduit a définir un ensemble de génes controlés par Pax6 (508 sur les 9700 analysés), sans
que I’on sache si ce contrdle est direct ou indirect (Chauhan et al., 2002).

-Pax6 contrdle sa propre expression (Plaza et al., 1993; Plaza et al., 1995b) ainsi que celle
de certains facteurs de transcription qui peuvent relayer son activité biologique. C’est le cas de c-
maf (Sakai et al., 2001), des génes bHLH : Mashl, Math5 et neurogenine 2 (Marquardt et al.,
2001) (Scardigli et al., 2003), genes de différenciation essentiels pour le devenir des neuroblastes
rétiniens (Marquardt, 2003). L’expression de Six3 et Prox1 disparait dans la placode cristalline

des souris présentant une délétion spécifique de Pax6 dans cette structure, mais on

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Vincent Dolez, Lille 1, 2004

32

Notch Eafr
Toy
- Tsh
Ey
Dpp
So + Eya <  MAPK - RTK

Optix Dac Eyg  Hth + Exd

Détermination de I'oeil

Figure 12 : Schéma du controle génétique de la régulation des génes de détermination de
@il de drosophile. Un certain nombre de protéines nucléaires, comprenant des facteurs de
transcription et des protéines de cascades de transduction du signal, forme un réseau de
régulation complexe requit pour déterminer 1'ceil de drosophile. Les fléches indiquent la direction
des relations génétiques, moléculaires et biochimiques entres les protéines. En bleu: les relations
activatrices, en rouges: les relations inhibitrices. Dac: Dachshund; Dpp: Decapentaplegic; Egft:
Epidermal growth factor receptor; Exd: Extradenticle; Ey: Eyeless; Eya: Eyes absent; Eyg: Eye
gone; Hh: Hedgehog; Hth: Homothorax; MAPK: Mitogen activated protein kinase; RTK:
Receptor tyrosine kinase; So: Sine oculis; Toy: Twin of eyeless; Tsh: Teashirt. (d'aprés Kumar,
2001)
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ignore si leur régulation par Pax6 est directe ou non (Ashery-Padan et al., 2000).

-La différenciation est en grande partie conditionnée par la signalisation induite par les
contacts intercellulaires. Un certain nombre de récepteurs présents a la surface des cellules est
engagé dans ces interactions. Parmi ceux-ci, le géne codant la cell-adhesion molecule (CAM) L1,
un membre de la superfamille des immunoglobulines impliquée dans les interactions neurone-
neurone ou neurone-glie et responsable de la croissance axonale, est contrdlé par Pax6 (Meech et
al., 1999). Cette observation a également été faite pour le géne codant une autre protéine de la
super famille des immunoglobulines, NCAM (Holst et al., 1997). D’autres récepteurs, de la super
famille des cadherines (R-cadherines, cadherine 6 et cadherine 8), voient leur expression
fortement réduite en cas de mutation de Pax6 (Simpson and Price, 2002). Une modulation
négative de ces récepteurs pourrait notamment rendre compte du fait que dans les expériences
d’agrégations les cellules d’embryons de souris sauvages et mutantes pour Pax6 ne se mélangent
pas (Simpson and Price, 2002).

-La différenciation tissulaire nécessite le remodelage des contacts cellulaires par 1’action
de protéases, qui vont couper les récepteurs. Pax6 contrdle I’expression du géne de la gélatinase
B (Sivak et al., 2000).

-la signalisation cellulaire est sous la dépendance de facteurs diffusibles secrétés dans
I’environnement extracellulaire. Le controle de I’expression de ces facteurs, de leurs récepteurs
ou des modulateurs de leur activité, va avoir un role évident dans la différenciation. Ainsi, Pax6
contrdle 1’expression de facteurs impliqués dans la voie Wnt, en controlant 1’expression d’un
leurre du récepteur frizzled (secreted frizzled related protein-2) qui va se complexer au facteur
Wnt et en abolir ’activité. Pax6 contrdle également I’expression de Wnt7b (Kim et al., 2001).
L’importance de la voie Wnt dans le développement des yeux est démontrée par la capacité de
Frizzled 3 (il existe 16 génes wnt différents et 9 geénes frizzled chez les mammiferes) a induire
des yeux ectopiques chez le xénope (Rasmussen et al., 2001).

-Parmi les génes codant des protéines qui marquent 1’état différencié des cellules, se
trouvent, nous I’avons vu, les cristallines o, & et { dont nous savons que Pax6 active les
promoteurs, mais également qu’il inhibe 1’expression des cristallines B (Gopal-Srivastava et al.,
1996) (Cvekl et al., 1995) (Duncan et al., 1998). Il existe également des genes codant des
protéines du cytosquelette, comme les kératines (Liu et al., 1999), ou encore les génes codant des
enzymes spécifiques des neurones, comme 1’aldolase (Skala-Rubinson et al., 2002).

A coté des génes cibles directs, régulés par fixation du facteur de transcription Pax6 sur
leur région de promotion existent également des genes dont 1’activité est modulée (de facon

positive ou négative) par interaction physique entre leurs protéines et Pax6. Il s’agit de facteurs
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de transcription comme Mitf (Planque et al., 2001b), Maf (Planque et al., 2001a), des protéines a
homéodomaine (Mikkola et al., 2001) (Plaza et al., 1997) ou des co-facteurs comme Rb (Cvekl et
al., 1999).

4. Les différentes isoformes de Pax6

Les différentes études de pax6 chez les vertébrés ont permis de caractériser différentes
isoformes de Pax6, ainsi que ses promoteurs et différents éléments régulant I’expression de ce
geéne. La caractérisation du géne pax6 chez la caille a permis de mettre en évidence des produits
d’épissages alternatifs et d’initiation interne (Dozier et al., 1993). En effet, trois ARN messagers
différents sont formés par épissage alternatif des exons 4a et 5, ces trois ARNm codent pour les
protéines p48, p46 et p43 (figure 13). Ces trois protéines possédent donc un domaine paired
différent (figure 13). De plus, des protéines p33 et p32 dépourvues de domaine paired peuvent
étre synthétisées a partir de ces trois transcrits par initiation interne (Carriere et al., 1993) (Dozier
et al., 1993). Ces protéines dépourvues de domaine paired ont été décrites chez 1’espece
Caenorhabditis elegans, mais ne sont pas produites par un phénomeéne d’initiation interne. Il
existe en effet un promoteur situé¢ en aval du domaine paired qui produit un ARN messager
capable de coder cette protéine. Dans cette espece, des mutants de la p46 et des p30 existent avec
des modifications phénotypiques distinctes, montrant que les p30 ont bien une fonction in vivo
(Zhang and Emmons, 1995). Trés récemment, des travaux chez les vertébrés (la souris) ont
permis de mettre en évidence un site d'initiation interne de la transcription en aval du domaine
paired, dans l'exon 7 (Kleinjan et al., 2004). Ainsi, chez les vertébrés, les protéines dépourvues
de domaine paired peuvent étre aussi produites a partir d'un ARN messager spécifique. La forme
p46 correspond a la protéine Pax6 capable d’induire des yeux surnuméraires en cas d’expression
ectopique. L’exon codant la p48 est identique entre la caille et I’homme (Dozier et al., 1993).
Une anomalie particuliere du développement des yeux (opacité corticale et postérieure du
cristallin) affecte les patients qui présentent un déséquilibre dans le rapport entre la p46 et la p48
a la suite d’une mutation dans le site d’épissage de cet exon alternatif (Epstein et al., 1994). De
plus, les souris transgéniques sur-exprimant la p48 dans le cristallin souffrent d’une cataracte liée
a la surexpression de I’integrine a5p2, suggérant que cette isoforme particuliére de Pax6 possede
un sous ensemble de génes cibles distinct de celui de la p46, et soit particulierement importante
pour le développement du cristallin (Duncan et al., 2000b). Des souris spécifiquement invalidées
pour la p48 présentent une hypoplasie de I’iris ainsi que de discreétes anomalies dans la cornée, le

cristallin et la rétine (Singh et al., 2002).
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Figure 13 : Schéma des ARNm des différentes isoformes de Pax6. A4, Représentation des
épissages alternatifs du geéne pax6 de caille. Les promoteurs de pax6 sont localisés devant 1'exon
0 pour PO et I'exon 1 pour P1. B, Structure du domaine paired de Pax6. Les cylindres numérotés
representent les Hélices a et les fleches blanches les feuillets B du domaine paired. Les fléches
jaunes indiquent la délétion des hélices 3, 4 et 5 du domaine paired de p43. La fléeche rouge
indique l'insertion de I'exon 4a formant le domaine paired de p48. (d'aprés Plaza et al., 1996; Xu
etal., 1999)
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5. les éléments de régulation de I‘expression de pax6

Des travaux au sein du laboratoire ont permis de définir deux promoteurs pour le gene
pax6 de caille (Plaza et al., 1993; Plaza et al., 1995b). Ces promoteurs ont été nommés PO et P1.
PO est le premier a avoir été décrit, il est situé le plus en amont et tous deux sont activés par
Pax6. Des expériences de RNAse protection conduites avec des sondes permettant de distinguer
les messagers initiés a PO et a P1 montrent qu’a E5 seuls les messagers initiés a P1 sont présents
dans la rétine. Ce promoteur voit son activité décliner aprés éclosion. Les messagers initiés a PO
ne sont détectables qu’aprés que la différenciation neuronale soit installée dans la rétine, pour
décliner également apres éclosion (Plaza et al., 1995b). Les transcrits initiés a partir de P1 sont
exprimés dans tous les tissus de 1’ceil, alors que les transcrits initiés a partir de PO ne sont pas
exprimés dans la rétine pigmentaire (Plaza et al., 1995b). Un enhancer de 500bp (enhancer o)
situé¢ dans I’intron 4 est actif sur le promoteur PO, mais pas sur le promoteur P1, spécifiquement
dans la neurorétine, et pas dans la rétine pigmentaire, ni dans les fibroblastes (Plaza et al.,
1995a). La transformation de la rétine pigmentaire par 1’oncogéne Myc conduit a I’apparition de
neurones dans la culture et a la mise en route de PO, suggérant que cet enhancer soit
spécifiquement contrdlé par des facteurs présents dans les neurones en cours de différenciation
(Plaza et al., 1999a; Plaza et al., 1995b). La combinatoire des facteurs responsables de 1’activité
de cet enhancer n’est pas connue. Il a toutefois ét¢ montré que le facteur a homéodomaine et
domaine POU, Brn3b, spécifiquement exprimé dans les cellules ganglionnaires pouvait activer
I’enhancer o (Plaza et al., 1999b), suggérant que des facteurs distincts selon le type cellulaire
soient capables d’activer cette séquence. Cet "enhancer" particulier se retrouve également dans
des ARN messagers dont le promoteur n’a pas été déterminé, et qui pourraient étre soit produits
par le promoteur P1 (leur profil d’expression étant calqué sur celui de P1) soit produits par
initiation interne dans la séquence a. La particularité de ce messager, est de produire un cadre de
lecture ouvert pour coder Pax6 dépourvu de codon d’initiation ATG devant la boite paired (cet
ATG est en effet présent dans 1’exon en amont de la séquence o). Ainsi, ce messager particulier
(ARN BI1) pourrait ne coder que les protéines dépourvues de domaine paired, les p32/33, avec un
trés long 5’UTR (Dozier et al., 1993).

La spécificité d'action de l'enhancer o dans la neurorétine a été récemment confirmée in
vivo par des expériences de transgenese chez la souris (Kammandel et al., 1999; Marquardt et al.,
2001). Ces souris trangéniques exprimant le géne lacZ sous le contrdle de I’enhancer o montrent
une expression du transgéne restreinte a la portion distale de la rétine naso-temporale, ce qui
indique que d’autres séquences sont utilisées pour controler I’expression de ce géne dans la

portion centrale de la rétine. Cet enhancer particulier a été utilis€ pour réaliser des
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Figure 14: Les éléments de régulation de I'expression de pax6. Schéma de l'organisation génomique du géne pax6 avec ses
¢léments de régulation. Les 14 exons du géne pax6 sont représentés par les rectangles rouges, le rectangle jaune correspondant a
I'exon alternatif 5a. Les rectangles bleus représentent les derniers exons du géne voisin PAXNEB. Les directions de transcription
sont indiquées par les fléches noire et bleue au dessus des exons. Les rectangles blancs correspondent aux différents éléments de
régulation de I'expression de pax6. Le carré vert correspond a un enhancer spécifique de la neurorétine in vitro et dont on ne connait
pas la fonction in vivo (Plaza et al., 1999¢c). PO et P1: promoteurs de pax6. P/EE est un enhancer spécifique du pancréas, de
l'ectoderme de surface et du cristallin (A,B,C) (Kammandel et al., 1999), I'néxagone vert correspond a I'élément spécifique du
pancréas et le rond bleu a 1'é1ément spécifique de I'ectoderme de surface et du cristallin. A et B: expression chez des souris
transgénique du géne rapporteur lacZ sous le controle de l'enhancer P/EE (Kammandel et al., 1999). A: coloration X-gal d'un
embryon a E 9,5, expression de /acZ dans la placode cristalline. La ligne en pointillé indique le plan de coupe utilisé pour réaliser la
coupe observée en B. B: coloration X-gal d'une coupe d'un embryon a E 9,5, expression du transgéne dans l'ectoderme de surface et
la placode cristalline (tétes de fléches). C: Expression chez une souris transgénique d'un geéne rapporteur sous le contréle de
I'enhancer P/EE, embryon a E 9,5, la coloration bleue révéle I'expression du transgéne dans I'ectoderme de surface et le pancréas
(P) (Ashery-Padan et al., 2000). a: enhancer spécifique de la neurorétine (D et E) (Baumer et al., 2002; Plaza et al., 1995a). D et E:
souris transgeniques exprimant le géne rapporteur lacZ sous le contrdle de 1'enhancer a (Baumer et al., 2002). D: coloration X-gal
d'un embryon a E 11,5, expression du transgéne dans les régions nasale et temporale de I'eeil. E: coloration X-gal d'une coupe
horizontale dans l'ceil d'un embryon a E 12,5 exprimant le transgéne, expression dans la région naso-temporale distale de la
neurorétine. L'intron 7 contient 4 éléments enhancer spécifiques de l'encéphale et de I'ceil (Kleinjan et al., 2004). F,G et H:
expression chez des souris transgéniques du géne rapporteur /acZ sous le contrdle de la séquence compléte de 1'exon 7 (Kleinjan et
al., 2004). F: coloration X-gal d'un embryon a E 10,5, expression du transgéne dans le diencéphale (d). G: coloration X-gal d'une
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coupe saggitale d'un embryon a E 13,5, expression du transgéne dans le diencéphale (d), le rhombencéphale (r) et le ceeur (h). H:
expression du transgeéne dans I'eeil d'un embryon a E 13,5. I: expression du géne rapporteur /acZ sous le contrle de l'enhancer 3":
E100+, spécifique de la neurorétine, du diencéphale, du bulbe olfactif et de I'épithélium olfactif (Griffin et al., 2002). Coloration X-
gal d'une coupe d'un ceil de souris transgénique a E 11,5, expression du transgéne dans la neurorétine. SIMO: enhancer spécifique
du cristallin, du diencéphale et du rhombencéphale (Kleinjan et al., 2001). HS234: enhancer spécifique de la neurorétine et de la
placode nasale (Kleinjan et al., 2001). d: diencéphale; h: cceur (heart); le: cristallin (lens); m: mésencéphale; nr: neurorétine; p:
pancréas; r: rhombencéphale; rpe: rétine pigmentaire; t: télencéphale. (d'aprés van Heyningen et Williamson, 2002; Kammandel ef
al., 1999; Ashery-Padan et al., 2000; Baumer ef al., 2002; Kleinjan et al., 2004; Griffin et al., 2002; Kleinjan et al., 2001)

délétions conditionnelles du geéne pax6, préalablement modifié par recombinaison homologue
afin d’y insérer les sites reconnus par la recombinase Cre. La recombinase est exprimée sous le
controle de cet enhancer. Au moment ou I’enhancer fonctionne, le géne pax6 est délété. La
conséquence de cette disparition en cours de différenciation est 1’accumulation de cellules
amacrines, aux dépens des autres types de neurones et ce spécifiquement dans les territoires
d’activité de I’enhancer o (Marquardt et al., 2001).

Deux autres enhancers localisés en amont du promoteur PO ont également été
caractérisés, et présentent in vitro les mémes caractéristiques que 1’enhancer a (Plaza et al.,
1999¢). L’enhancer le plus 3 a été caractérisé in vivo, et conditionne 1’expression de Pax6 dans
le cristallin, I’ectoderme de surface et le pancréas (Ashery-Padan et al., 2000; Dimanlig et al.,
2001; Williams et al., 1998). En plus de ses promoteurs, Pax6 a été décrit comme capable de
réguler son expression par I’intermédiaire de cet activateur (Aota et al., 2003). L’utilisation de
cet enhancer, pour réaliser des souris amputées de Pax6 dans les cellules ou cet activateur
fonctionne, a permis d’éclairer le role de Pax6 dans la formation du cristallin (Ashery-Padan et
al., 2000). Les résultats obtenus montrent que Pax6 est requis pour la transition de 1'ectoderme de
surface (déterminé a former le cristallin) a la formation de la placode cristalline. En effet, le
facteur de transcription Sox2, qui est un marqueur de la détermination de l'ectoderme de surface
(Furuta and Hogan, 1998; Wawersik et al., 1999), est exprimé chez les souris mutantes pour
Pax6; alors que les facteurs de transcription Six3 et Prox1, dont I'expression coincide avec le
stade placode cristalline (Oliver et al., 1995; Oliver et al., 1993), ne le sont pas (Ashery-Padan et
al., 2000). Ensuite, le développement du cristallin s’arréte, et la vésicule optique génére de
multiples neurorétines, soulignant les relations existantes entre le développement du cristallin et
celui de la rétine (Ashery-Padan et al., 2000). De plus, l'expression précoce de Pax6 dans 1'ceil est
suffisante pour induire l'expression de Sox2 dans l'ectoderme mais n'est pas requise pour
maintenir cette expression (Ashery-Padan et al., 2000). De fagon intéressante, il a ét¢ montré
I’existence de complexes moléculaires entre Pax6 et Sox2 pour I’activation des cristallines

(Kamachi et al., 2001). Le role respectif de Sox2, Pax6 et des membres de la famille maf a été
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approché¢ par des études in vitro et in vivo a ’aide des séquences régulatrices du gene codant la
delta-cristalline et des souris transgéniques ou des embryons de poulets électroporés avec des
vecteurs d’expression codant ces facteurs. Les résultats obtenus montrent que Sox?2 est le facteur
le plus important, et qu’il est capable de rentrer en synergie avec L-Maf pour induire la delta-
cristalline (Shimada et al., 2003). Le role de Pax6 est plus complexe, agissant a la fois comme
répresseur et comme activateur de ce géne (Muta et al., 2002).

Trois autres activateurs localisés en 3’ du geéne ont également été décris (Griffin et al.,
2002; van Heyningen and Williamson, 2002), ces séquences localisées en aval de Pax6 dans les
séquences introniques d’un geéne adjacent dirige 1’expression d’un gene rapporteur dans la
neurorétine, ce qui souligne la grande complexité du contrdle transcriptionnel de ce gene (van
Heyningen and Williamson, 2002). 11 existe toutefois une possibilité que ces enhancers soient, en
fait, des régulateurs du géne adjacent a Pax6 (PAXNEB).

Récemment, 3 activateurs conduisant a I’expression d’un geéne cible dans les différents
territoires d’expression de Pax6 dans le systeme nerveux ont été décrits (Kleinjan et al., 2004) et
il est probable que d’autres séquences de régulation existent encore au sein de ce gene.

L’expression de Pax6 dans I’ceil en développement est trés dynamique. A un stade
précoce, toute la vésicule optique exprime ce géne qui voit ensuite son territoire d’expression
disparaitre dans la partie ventrale, au moment ou un autre facteur de la famille : Pax2 s’exprime

(Dressler et al., 1990) (Schwarz et al., 2000).

6. Relations entre pax6 et pax2 au cours du développement de I’ceil

pax2 est I’autre géne pax qui intervient dans le développement de I’ceil. Pax6 et Pax2 ont
des activités antagonistes, largement responsables de la morphogenése de la cupule optique. De
facon intéressante, il semble que chez les cnidaires, il existe un géne ancétre, paxB, combinant a
la fois les activités de pax2 et de pax6, lesquelles se seraient ensuite individualisées dans deux
genes distincts chez les triploblastes (Kozmik et al., 2003). Son territoire d’expression est plus
restreint que celui de pax6. On le trouve dans les cellules de la vésicule optique qui formeront le
pédoncule du nerf optique, et en bordure de la vésicule, de part et d’autre de la fissure du nerf
optique (Nornes et al., 1990). Il joue un role dans I’établissement des trajets axonaux le long du
pédoncule du nerf optique (Torres et al., 1996). Des souris mutantes dans pax2 présentent une
extension de la RPE dans le pédoncule, ainsi qu’un défaut de fermeture de la fissure
choroidienne (Torres et al., 1996). Chez les souris déficientes pour pax2 la différenciation du nerf
optique est altérée et on observe une expansion anormale de la rétine (neurorétine et RPE) le long

du nerf optique. Des travaux récents, montrent que dans ces souris déficientes pour pax2 on a une
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expansion du territoire d’expression de pax6 et de certains autres facteurs spécifiques de la rétine.
De facon symétrique, chez les souris mutantes pour pax6, on constate une extension du domaine
d’expression de Pax2 (Schwarz et al., 2000). Ces résultats suggerent que la définition des
territoires du nerf optique et de la cupule optique soit dépendante de 1’expression de pax6 et
pax2, et qu’il pourrait y avoir une régulation réciproque négative entre ces deux geénes. Or les
auteurs ont montré que les protéines Pax6 et Pax2 pouvaient se fixer sur un enhancer de pax2 et
sur I’enhancer a de pax6, que Pax6 réprime I’enhancer de pax2 et Pax2 réprime 1’enhancer de
pax6. Ces résultats permettent de définir un modele de spécification des territoires de la cupule
optique et du nerf optique. Au cours du développement de 1’ceil, on aurait deux gradients en sens
oppos¢ dans la cupule optique et le pédoncule optique, un de pax6 et un de pax2, avec une zone
au niveau de la jonction entre la cupule et le pédoncule optique ou les deux geénes sont exprimés
ensemble et se répriment réciproquement. Cette inhibition réciproque dans la région ou les deux
genes sont exprimés va conduire finalement a une exclusion réciproque de ces genes dans les
territoires ou ils sont exprimés et a la définition de la frontiére entre la cupule optique et le

pédoncule optique (Schwarz et al., 2000).

IV. LE GENE Mitf

1. Présentation

Mitf (Microphtalmia Transcription Factor) code une protéine de la méme famille que
Myec, et sa mutation est responsable in vivo de défauts dans la pigmentation, dans la formation
des yeux (phénotype microphthalmia chez les homozygotes, d’ou le nom mi du géne mutant), de
surdité, ainsi que de différentes anomalies touchant les systémes hématopoiétique et osseux
(Hodgkinson et al., 1993). La présence d'un gene mitf fonctionnel est requise d’une part, pour que
les cellules mélanocytaires issues de la créte neurale répondent aux facteurs de croissance et se
différencient dans le derme afin de fournir la coloration du pelage (Opdecamp et al., 1997) et
d’autre part, pour que la rétine pigmentaire se différencie correctement. Chez différentes souris
mi, la rétine pigmentaire est en effet pluristratifiée (Nakayama et al., 1998) et transdifférenciée
localement en neurorétine (Bumsted and Barnstable, 2000) (Nguyen and Arnheiter, 2000).

La créte neurale est une structure embryonnaire transitoire qui se forme a partir de
I’ébauche neurale primitive. Les crétes neurales sont issues de la partie dorsale du tube neural et
sont a 1’origine de toutes les cellules pigmentées de 1’organisme, a 1’exception de celles de la

rétine, qui proviennent directement du neuroectoderme (Le Douarin et al., 1992).
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A T’aide de chimeres caille/poulet, il a été¢ démontré que la migration des mélanoblastes
s’effectuait de fagon trés précise, les cellules empruntant une voie particuliere a travers
I’embryon. Ils migrent entre le dermomyotome et I’ectoderme selon un trajet dorso-latéral
(Teillet, 1970). Plusieurs jours aprés le début de la migration, les mélanoblastes qui parviennent
dans leur site définitif entrent dans une phase de prolifération intense pour s’y différencier en
mélanocytes dendritiques et pigmentés.

La mélanogenese est le terme désignant la synthése des mélanines et les mécanismes qui
la controlent. La mélanogenése s’effectue dans les mélanocytes et dans la RPE. Les origines
embryologiques différentes de ces deux types cellulaires conduisent a un décalage temporel dans
la mélanogenése. Chez la souris, la pigmentation apparait dans la RPE 4 partir du 11,5%™ jour du
développement de I’embryon (E 11,5) et seulement aprés la naissance dans les mélanocytes
(Murphy and Bartlett, 1993). Ce décalage temporel est dii a la migration des mélanocytes et de

leurs précurseurs a leurs sites périphériques respectifs: peau, poils, cheveux, uvée,

leptoméninges, cochlée, organe vestibulaire.

2. La mélanogenése

La pigmentation est le résultat d’un mélange de deux types de mélanines : I’eumélanine et
la phaéomélanine. Elles peuvent étre synthétisées au sein du méme mélanosome ou bien dans des
organites différents (eumélanosomes et pha¢omélanosomes) (Hach et al., 1993). En général, on
trouve un mélange des eumélanines et des pha¢omélanines en différentes proportions. Les
eumélanines sont des mélanines de couleur brune ou noire, a haut poids moléculaire, insolubles
dans la plupart des solvants. Formées par la polymérisation de plusieurs centaines de radicaux
phénols oxydés en fonction quinone, elles se cyclisent pour former un corps chimique absorbant
totalement la lumiére, d’ou leur couleur noire. Les phaéomélanines sont caractérisées par leur
couleur jaune orangée, elles sont solubles dans les bases. Elles contiennent de 1’azote et du
souffre et proviennent de la polymérisation oxydative des cystéinyldopas. Les eumélanines sont
surtout connues pour leur effet photoprotecteur en raison de leur large spectre d’absorption dans
I’UV, le visible et I’infrarouge.

Dans la rétine, la mélanine contenue dans la RPE protége les photorécepteurs batonnets
en focalisant la lumiére incidente sous un angle étroit. Chez les albinos, cet angle est trés ouvert
et conduit a un faible pouvoir de résolution de I’ceil. Le degré de pigmentation de I’iris est la
conséquence, d’'une part, de la quantit¢ de mélanine totale des cellules épithéliales et des

mélanocytes du stroma et, d’autre part, de la proportion des deux différents types de mélanines.
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Cette pigmentation est essentielle dans le contrdéle de I’ouverture de la pupille et peut étre dans la
filtration des UV, comme pour la peau.

Le mélanosome est un organite cellulaire qui a comme fonction la production et le
stockage des pigments. Certaines substances intermédiaires de réaction produites lors de la
synthése des mélanines sont toxiques pour la cellule. En confinant la synthése dans un organite
tel le mélanosome, la cellule se trouve protégée. Le mélanosome est constitué d’une matrice
fibreuse ou granuleuse plus ou moins organisée, contenue par une structure membranaire. Il est
rempli de pigments. Au cours de leur maturation, les mélanosomes qui synthétisent des
eumélanines s’aplatissent alors que ceux qui synthétisent des phacomélanines restent ronds. Dans
les cellules de I’épithélium pigmentaire de la rétine, les mélanosomes sont nombreux et
fortement pigmentés (Orlow and Brilliant, 1999).

La mélanogenése met en jeu une cascade d’enzymes qui catalysent les différentes étapes
de la synthése (figure 15). La synthése des mélanines consiste en une série de réactions
enzymatiques dont le précurseur est la L-tyrosine, un acide aminé aromatique. Trois enzymes
principales participent a la mélanogenese. Il s’agit de la tyrosinase, de la Trp-1 (tyrosinase related
protein-1) ou gp75 et de la Trp-2 (tyrosinase related protein-2), encore appelée DOPA-chrome
tautomérase (DCT) (Shibahara et al., 1986) (Jackson, 1988) (Jackson et al., 1992). Ces trois
enzymes possedent environ 40% d’identité dans leur séquence en acides aminés (Hearing et al.,
1992). Bien que ces enzymes possédent des homologies de structure et des caractéristiques
communes, elles sont codées par des geénes distincts et possédent des activités catalytiques
différentes (Figure 15). Elles pourraient agir in vivo chez la souris sous forme de complexes
multi-enzymatiques ancrés dans la membrane du mélanosome (Winder et al., 1994) (Orlow,
1995). Des mutations dans les locus de la tyrosinase sont a 1’origine d’anomalies de la couleur du

pelage chez la souris, et de formes d’albinisme chez [’homme.

3. La famille MiT

Mitf avec TFE3, TFEB et TFEC constituent une sous-famille de facteurs de transcription
a b-HLH-LZ ayant en commun un domaine de liaison a I’ADN et un domaine de dimérisation
trés conservés (figure 16) (Hemesath et al., 1994). Des études biochimiques ont montré que les
protéines de cette sous-famille peuvent former des homo et des hétérodimeres les unes avec les
autres mais pas avec d’autres facteurs a b-HLH-LZ comme Myc, Max ou E47 (Hemesath et al.,
1994) (Zhao et al., 1993) (Fisher et al., 1991) (Blackwood and Eisenman, 1991).

Ces facteurs sont impliqués dans la régulation de I’expression de geénes spécifiques de

différentes lignées cellulaires. Mitf est le membre le mieux caractéris€é. TFE3 semble avoir une
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Figure 15: Voies de synthése des mélanines.

Figure 16 : Structure des membres de la famille MiT. (CH : domaine chargé ; Q : domaine
riche en glutamines ; Ac : domaine acide ; S : domaine riche en sérines ; P : domaine riche en
prolines ; bHLHLZ : domaine de liaison a ’ADN) La forme TFE3-S agit comme dominant
négatif sur la forme longue (TFE3-L). (d’aprés Rheli et al., 1999)
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expression ubiquiste (Beckmann et al., 1990). TFEC possede, lui, une expression restreinte a la
lignée monocyte/macrophage (Rehli et al., 1999b). Sa fonction y est encore inconnue. Quant a
TFEB, son annulation par recombinaison homologue chez la souris montre qu’il a un role
important dans la vascularisation du placenta (Steingrimsson et al., 1998).

Mitf et TFE3 pourraient coopérer dans les ostéoclastes pour en assurer le bon
fonctionnement (Weilbaecher et al., 1998). En effet, certains all¢les récessifs de mi n’engendrent
pas d’ostéopétrose, ce qui suggere que des partenaires de Mitf puissent prendre le relais. TFE3
est un bon candidat dans la mesure ou il est exprimé dans les ostéoclastes et se retrouve avec
Mitf dans des expériences de co-immunoprécipitations. En revanche, TFE3 et TFEB ne sont pas
exprimés dans la RPE et les crétes neurales (Nakayama et al., 1998). Ils ne semblent donc pas

impliqués dans la fonction des cellules pigmentées.

4. Mitf, structure et isoformes

Mitf code un facteur de transcription & domaine b-HLH-LZ de la classe B (Figure 17)
(Hodgkinson et al., 1993). Le facteur de transcription Mitf se fixe a ' ADN par l'intermédiaire du
domaine basique (b), les domaines hélice-boucle-hélice (HLH) et crémaillére a leucine (LZ)
intervenant dans la reconnaissance inter-protéique (Ferré-D'Amaré et al., 1993). Mitf reconnait
en effet 'ADN sous forme de dimeres, homo- et hétéro-dimeres (Hemesath et al., 1994). Les
parties amino- et carboxy-terminales de la protéine possédent une activité transactivatrice
(Yasumoto et al., 1997) (Sato et al., 1997).

Les bases moléculaires responsables de certains phénotypes mutants sont désormais
caractérisées (Steingrimsson et al., 1994) (Jackson and Raymond, 1994) (Moore, 1995). La
protéine mutante peut étre affectée dans la partie N-terminale, le domaine basique, le HLH, ou
encore dans la crémaillére a leucines (LZ) (Figure 17). Il s’agit parfois de mutations ponctuelles
changeant un acide aminé en un autre ou créant un codon stop, mais aussi de délétions internes
plus ou moins grandes, ou d’ajouts de bases (Figure 17). Chez I’homme, certains patients
présentant un syndrome de wardenburg de type 2 (WS2) montrent des aberrations d’épissage
dans la partie N-terminale de MITF, et dans certaines familles, des mutations ponctuelles
génerent un codon stop dans les exons 6, 7 et 8 ; ce qui créerait des protéines amputées de leurs
domaines de dimérisation et non fonctionnelles (Figure 17) (Tassabehji et al., 1994) (Nobukuni
et al., 1996) (Lautenschlager et al., 1996) (Lalwani et al., 1998).

L’organisation génomique du locus mitf a été définie chez I’homme et la souris (Figurel7
et 18) (Tassabehji et al., 1994) (Yasumoto et al., 1998) (Shibahara et al., 2001) (Takeda et al.,

2002). 11 existe six formes de Mitf, générées a partir de promoteurs différents et par épissage

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

Thése de Vincent Dolez, Lille 1, 2004

45
Exon1 | Exon2 | Exon3 Exond4 , Exon5 l I Exoné Exon7 ' Exong | Exon9
1 I
I | I I I
| [ I 1 L ! ! I
1 I I | I : : 1
utilisation ! ! I ! Il !
différencielle 5' ! !
MITF MITF MITF MITF MITF Mutations chez
(Epissage) (Epissage) (A2R stop)] (R —Istop) (R —Istop) I'homme

mirw misP mwh  pgor mivit mice
(pas d’exon 5’ alternatif ) (#1bp) (1 —N) (R—K) (D—N) (R —Jstop)

mi Mutations chez
(AR) la souris

Amiws 4{ IAW;

e

Figure 17 : Structure de la protéine Mitf. (d’aprés Moore, 1995)

La petite hélice a la jonction des exons 3 et 4 représente le domaine transactivateur. Différentes
mutations connues chez I’homme et la souris figurent sous la protéine, ainsi que leurs bases
moléculaires.
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alternatif : une forme A, une forme B, une forme C, une forme H, une forme M (qui est la forme
initialement caractérisée) et une forme D derniérement caractérisée (Figure 18). Ces six protéines
difféerent dans leur partie N-terminale et deviennent strictement identiques a partir de 1’exon 2
(pour revue : (Shibahara et al., 2001) (Takeda et al., 2002)). La forme A est la plus longue. Elle
comprend deux domaines : A et Blb, correspondant a deux exons situés en amont de I’exon 2 ; le
domaine A lui est spécifique. Les formes B, C et H, tout comme la forme A possédent le
domaine Blb et possedent chacune respectivement un domaine Bla, C et H qui leur est
spécifique. La forme M est la plus courte, possédant un tout petit domaine M de 12 acides
aminés. Enfin la forme D ne posséde pas de domaine "D" spécifique, mais un domaine B1b
amputé de 17 acides aminés dans la partie amino terminale par rapport aux formes A, B, C et H
(figure 18) (Amae et al., 1998) (Yasumoto et al., 1998) (Fuse et al., 1999) (Rehli et al., 1999a)
(Udono et al., 2000) (Takeda et al., 2002).

Mitf-M n’est détect¢ que dans les mélanocytes du derme et les mélanomes qui en sont
issus. Mitf-A est I’isoforme majeure de la RPE (elle représente 90% des ARN Mitf dans la RPE).
Ceci suggere que la forme Mitf-A jouerait un role prépondérant dans la différenciation de la

rétine pigmentaire, alors que la forme M serait essentielle au développement des mélanocytes

périphériques. Cette hypothése est étayée par I’analyse des mutants Mi"™. Ces souris ont un
pelage complétement blanc. En revanche, les yeux sont noirs et la RPE normale. Ce phénotype
est dii a I’insertion d’un rétrotransposon L1 dans I’intron 3 (Yajima et al., 1999). Les isoformes
natives de Mitf-A et Mitf-H sont présentes mais pas la forme Mitf-M, ce qui pourrait expliquer le

phénotype (Yajima et al., 1999).

5. Expression au cours du développement embryonnaire
Chez la souris, les premicres cellules a exprimer mitf au cours du développement, sont les
cellules de la rétine pigmentaire. On détecte I’ARN mitf dans les vésicules optiques au stade 24
somites. Puis, on le retrouve dans les cupules optiques, au niveau de la couche externe, et enfin,
dans la RPE et dans des cellules du mésenchyme (Il s’agit probablement de mélanoblastes en
migration depuis les crétes neurales, et qui vont aller coloniser la choroide, I’iris et la peau
périorbitale) (Nakayama et al., 1998).

Mitf apparait dans le tronc aux stades 27/28 somites, au niveau de la ligne médiane

dorsale. Enfin, mitf est détecté par hybridation in situ dans la partie caudale de I’embryon, vers

33/34 somites. Les cellules miff” y sont réparties le long des voies classiques de migration des
précurseurs des mélanocytes (Nakayama et al., 1998). A la naissance, mitf n’est plus exprimé que

dans les follicules pileux. Mitf n’est plus exprimé dans les mélanocytes dendritiques et
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Figure 18 : Les différentes isoformes de Mitf. (A : domaine acide, bHLHLZ : domaine de
liaison a I’ADN, Ser: domaine riche en sérines) Le premier exon est spécifique de chaque
isoforme (d’apres Takeda et al., 2002 ; Udono et al., 2000 ; Fuse et al., 1999)
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pigmentés (Opdecamp et al., 1997).
On détecte également un ARN mitf dans le cceur, au niveau de I’atrium et dans ’aorte
dorsale. Mais son expression diminue avec le temps. En revanche, I’expression persiste dans la

paroi des ventricules méme chez I’adulte (Nakayama et al., 1998) (Hodgkinson et al., 1993).

6. Genes cibles de Mitf

Les facteurs a b-HLH-LZ reconnaissent des séquences de type CANNTG appelées
boites E. Parmi les boites E, in vitro, Mitf reconnait préférentiellement la séquence CATGTG,
surtout si elle est précédée d’un T sur les deux brins d'ADN (TCATGTGA) (Aksan and Goding,
1998). On peut ainsi imaginer que la présence de séquences flanquantes de part et d’autre de la
boite CATGTG constitue un mécanisme de restriction du répertoire des genes cibles potentiels.
Drailleurs, le geéne P, situé sur le locus pink eyed dilution, dont le promoteur contient une
séquence CATGTG mais non précédée d’un T, n’est pas un gene cible de Mitf.
Mitf intervient directement au niveau de la synthése des mélanines en activant les genes codant la
tyrosinase, Trpl et Trp2. On trouve plusieurs boites E dans les promoteurs de ces genes, boites
que Mitf reconnait (Figure 19) (Yasumoto et al., 1995) (Yasumoto et al., 1997) (Bertolotto et al.,
1998). Dans le promoteur du gene tyrosinase, c’est le TDE (Tyrosinase Distal Element) qui est le
plus important pour la réponse a Mitf, en terme de taux de transcription (Yasumoto et al., 1994).
Le TDE semble nécessaire a I’expression correcte de la tyrosinase dans les cellules pigmentées
(Tanaka et al.,, 1992). Le TPE (Tyrosinase Proximal Element), qui contient une boite M,
semblerait quant a lui, jouer sur I’efficacité de la transcription du géne mais ne participerait pas a
la spécificité d’expression dans la lignée mélanocytaire. La boite M est un élément de réponse
spécifique des mélanocytes (M pour Mélanocyte). C’est une séquence de 11 paires de bases
contenant en son centre, la séquence TCATGTG. Mitf est capable de se fixer sur cette boite M
(Yasumoto et al., 1994) (Bentley et al., 1994) (Bertolotto et al., 1996). Contrairement a la
tyrosinase, pour Trpl et Trp2, la mutation de la boite M entraine une chute drastique du taux
d’activation par Mitf (Yasumoto et al., 1995) (Bertolotto et al., 1998). Dans ces deux génes, Mitf
se fixe également sur une boite E mais avec une affinité plus faible que sur la boite M (Bertolotto
et al.,, 1998). Il semble donc que la sensibilit¢ a Mitf de ces trois genes et leurs régulations
different 1égerement. Ceci est conforté par le fait que chez certains mutants de mi, les geénes

tyrosinase, trpl et trp2 ne sont pas affectés de la méme fagon. C’est trp2 qui est le moins touché.

D’ailleurs, dans les souris mz"/', I’expression de trp2 est tout a fait normale alors que celles de

trpl et de tyrosinase sont tres réduites (Nakayama et al., 1998).
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Figure 19: Eléments de fixation pour Mitf sur les promoteurs des génes tyrosinase, trp-1 et
trp-2. (d'apres Aksan et Goding, 1998)
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Les travaux que je viens de résumer ici ont tous été réalisés avec la forme Mitf-M. On sait
encore peu de choses sur les autres isoformes, si ce n’est que la forme Mitf-A transactive les
promoteurs des geénes tyrosinase et trpl in vitro, que la forme H transactive faiblement le
promoteur de tyrosinase (Amae et al., 1998) (Yajima et al., 1999). Les formes C et D
transactivent in vitro le promoteur du géne de la #yrosinase (Fuse et al., 1999) (Takeda et al.,
2002). La forme B transactive in vitro les promoteurs des genes trp! et trp2 (Udono et al., 2000).

Des travaux chez la caille ont montré que Mitf pouvait aussi réguler 1’expression du geéne
ONR71, qui est un géne spécifique des mélanocytes exprimé dans les cellules de neurorétines de
caille transformées par I’oncogeéne v-myc (ces cellules acquierent un phénotype pigmenté apres
quelques passages) (Turque et al., 1996). Ces travaux ont permis d’identifier un nouveau géne
spécifique des mélanocytes et de montrer que Mitf pouvait réguler son expression in vitro en se
fixant directement sur un site TCATGTG présent dans la région promotrice du géne (Turque et
al., 1996). Comme QNR71, protéine mélanosomale, Mitf contrdle aussi I’expression de
Pmell7/Silver une autre protéine mélanosomale apparentée a QNR71 (Du et al., 2003).

A co6té de ces genes cibles impliqués dans la pigmentation, Mitf contrdole également
I’expression de Bcl2, une protéine anti-apoptotique, ce qui pourrait avoir une grande importance
dans la résistance des mélanomes aux chimiothérapies (McGill et al., 2002 cell). Un grand
nombre de génes cibles potentiels ont également été décrits dans des expériences de protéomique

(McGill et al., 2002).

7. Mitf et la RPE
C’est a cause du phénotype sévere au niveau de 1’ceil que le locus mitf a ainsi été

dénommé par les généticiens, « microphthalmia » référant a la petite taille des yeux. Certains

mutants présentent une hyperplasie de la RPE (mi, mi®", miWh). Cet accroissement du nombre de
cellules dans la RPE inhibe la juxtaposition correcte des cellules choroidiennes et empéche la
fermeture de la fissure du nerf optique au cours du développement. Dans les cas les plus
extrémes, il peut y avoir absence de fermeture de la fissure, aboutissant a une pression
intraoculaire faible conduisant a la formation de petits yeux. Tous les mutants mi
microphthalmiques ont, a I’état adulte, une RPE peu, voire pas du tout pigmentée.

L’analyse de ces mutants fait clairement apparaitre qu’au cours du développement de
I’ceil, Mitf joue un rdle capital dans le controle du cycle cellulaire de la RPE, et dans sa
différenciation pigmentaire. Une expression correcte de Mitf limite la prolifération de la RPE et
contribue a en faire une monocouche de cellules pigmentées. Toutes les autres anomalies de I’ceil

ne sont que des conséquences secondaires de I’hyperplasie de la rétine pigmentaire. Bien que de
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nombreux alleles de mi aient des effets sur la taille des yeux, les cas les plus extrémes d’atteinte
de I’ceil sont associés a des mutations dans le domaine basique, c’est-a-dire le domaine de liaison
a ’ADN (mi, mi"", mi®, Mi™).

Il existe chez la caille, un mutant silver présentant a 1’état homozygote, de légéres
anomalies de I’ceil et de la couleur des plumes. Au cours du développement embryonnaire de la
RPE, tout se passe normalement jusqu’a E4, si ce n’est que la RPE n’est pas pigmentée. A partir
de ES5, la partie centrale de la RPE s’épaissit et se transdifférencie en neurorétine de polarité
inversée. Ce phénotype a été corrélé a deux mutations dans Mitf. L’une remplace une arginine en
histidine dans le domaine basique, 1’autre supprime deux bases dans le Leucine Zipper, arrétant
prématurément le cadre de lecture. La protéine mutante est encore capable d’activer le promoteur
de MMP115 (une protéine mélanosomale) in vitro mais moins que la protéine sauvage (Mochii et
al., 1998b). Cette baisse d’activité serait suffisante pour expliquer le phénotype de
transdifférenciation in vivo.

Une étude in vitro menée chez le poulet confirme le role de Mitf dans la différenciation
de la rétine pigmentaire. Sous I’effet du FGF2, la rétine pigmentaire d’oiseau en culture se
dédifférencie et se transdifférencie en cellules neuronales et cristallines (Pittack, 1991). Au cours
de ce processus, certains genes, comme mitf, MMP115, tyrosinase, voient leur expression chuter.
D’autres, comme pax-6, voient au contraire leur expression augmenter (Mochii et al., 1998a)
(Agata et al., 1993). La surexpression de mitf dans de la RPE de poulet en culture aboutit a une
hyperpigmentation des cellules. L’expression des genes codant la tyrosinase et MMP115 n’est
pas modulée. En revanche, celle de pax-6 serait diminuée (Mochii et al., 1998a).

L’expression ectopique de mitf dans des cellules de neurorétine de poulet transdifférencie
ces cellules en cellules pigmentées (Planque et al., 1999). Ceci montre bien que mitf joue un role
dominant dans 1’induction de la pigmentation. Au cours de cette étude, il a aussi été observé que
les cellules de neurorétines exprimant mitf cultivées en présence de FGF2 proliféraient et
clonaient en agar alors que les cellules de neurorétine normale en présence de FGF2 ne clonaient
pas. Ceci montre que non seulement mitf est important pour la pigmentation mais qu’il peut aussi
moduler la réponse des cellules aux facteurs de croissance.

Des travaux récents ont décrit une interaction inhibitrice des protéines Mitf et Pax6
(Planque et al., 2001b). Il a été observé que la forme mutée de Mitf, (mutation mi, délétion d’un
codon conduisant a la disparition d’un acide aminé basique dans le domaine de liaison a I’ADN
de Mitf) qui est responsable de la transdifférenciation de la RPE en neurorétine (Bumsted and

Barnstable, 2000) n’interfére plus avec la fonction transactivatrice de Pax6. En effet, les deux
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protéines sauvages forment un complexe incapable de lier ’ADN et donc d’activer les génes
cibles (Planque et al., 2001b).

On peut imaginer qu’une interaction entre ces deux facteurs de transcription (Pax6 et
Mitf) simultanément exprimés in vivo dans la future rétine pigmentaire soit responsable du
devenir de ce tissu. Un déséquilibre dans le rapport entre ces protéines pourrait avoir de graves
conséquences sur le développement de 1’ceil. De fait, au cours du développement de la vésicule
optique, des facteurs de la famille des FGFs sécrétés par 1’ectoderme de surface conduisent a la
disparition de Mitf dans la portion antérieure du neuroépithélium (Nguyen and Arnheiter, 2000).
La dégradation de la protéine Mitf serait consécutive a sa phosphorylation par les MAP-kinases
activées par la signalisation FGF. L’effet paradoxal de la phosphorylation de Mitf est de produire
une protéine plus active comme facteur de transcription (Wu et al., 2000). Un des rdles de Pax6
dans cette portion du neuroépithélium serait donc d’inactiver cette protéine 1’empéchant ainsi

d’enclencher la voie de différenciation pigmentaire.

V. LE GENE Otx-2 ET LA FAMILLE OTX

1. La famille OTX

De fagon générale, on peut définir chez les vertébrés trois classes d’orthologie pour les
genes de la famille Otx. Otx] et Otx2 représentent respectivement les deux premicres classes
chez tous les vertébrés. Alors que la troisieme classe est représentée par Crx pour les
mammifeéres et Otx5 pour toutes les autres espéces (Germot et al., 2001). Récemment, un
nouveau gene nommé Otx3 a été identifié mais son appartenance a la famille Otx reste discutée,
c’est pourquoi par la suite je n’en parlerai plus.

Les protéines Otx de mammiferes possédent toutes un homéodomaine trés conservé qui
différe de I’homéodomaine d’Otd (orthologue d’Otx chez la drosophile) par 3, 2 et 9 acides
aminés respectivement pour Otx1, Otx2 et Crx (figure 20). Tous les membres présentent une
lysine en position 50 dans leur homéodomaine. En dehors de I’homéodomaine, peu de
similitudes existent entre la protéine Otd et celles de mammifeéres a I’exception de la séquence
PEST (région impliquée dans la dégradation rapide des protéines) qui est présente dans toutes ces
protéines (figure 20) (Williams and Holland, 1998). Deux autres domaines sont conservés (figure
20): le domaine WSP (domaine Tryptophane Sérine Proline) et le motif queue Otx. Les

fonctions de ces deux motifs restent actuellement encore non déterminées.
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Figure 20 : Structure des protéines Otx chez les mammiféres. Représentation de la protéine
Otd de drosophile ainsi que les trois protéines Otx de mammiferes synthétisées a partir de trois
genes différents (Otx1, Otx2 et Crx). Ces protéines présentent un homéodomaine (en noir) trés
similaire avec une lysine (K) en position 50. Le nombre d’acides aminés divergents entre
I’homéodomaine d’Otd et celui des protéines Otx de mammiferes est indiqué. Du coté C-terminal
de I’homéodomaine, plusieurs régions présentent de fortes similarités avec le consensus des
séquences PEST (en gris) qui sont impliquées dans la dégradation des protéines. Les protéines
Otx des mammiferes possedent également un motif WSP (domaine Tryptophane Sérine Proline,
en vert) trés conservé mais dont la fonction est encore inconnue. De méme, un autre domaine, la
queue Otx (en rouge) est conservée et correspond a une séquence particuliere présente a
I’extrémité C-terminale des protéines Otx. AA : acides aminés.
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Ces trois protéines Otx de mammiferes ont des domaines d’expression spécifiques et des

fonctions distinctes, ainsi que des domaines d’expression communs et des fonctions communes.

2. Otx1

Les génes Otx] et Otx2 ont été identifiés chez les mammiferes et sont exprimés dans le
cerveau de la souris (Simeone et al., 1992; Simeone et al., 1993). L’expression du géne Ox2
apparait trés tot au cours du développement alors que celle d’Otx/ n’apparait que plus
tardivement au cours du stade embryonnaire 2 a 5 somites soit entre E82 et 8,5 (stade
embryonnaire de 8,2 et 8,5 jours aprés la fécondation). Cette expression est restreinte au
neuroépithélium du cerveau antérieur (diencéphale) et moyen (mésencéphale) et est incluse dans
les domaines d‘expression d’Otx2. L'expression d’Otx/ est maintenue dans la zone ventriculaire
du cortex et se poursuit au cours de la corticogenése. Otx/ est également exprimé dans les
précurseurs des organes des sens qui correspondent a la placode olfactive, aux vésicules otiques
et optiques (Simeone et al., 1992; Simeone et al., 1993). Plus tardivement, Otx/ est exprimé
spécifiquement dans le néocortex, le cervelet, 1’épithélium olfactif, la saccule, la cochlée et le
canal semi-circulaire de ’oreille interne ainsi que dans I’iris, les corps ciliés de ’ceil et les
glandes lacrymales. A la naissance, Otx/ est aussi faiblement exprimé dans le lobe antérieur de
I’hypophyse.

La protéine Otxl joue un rdle trées important au cours de la corticogenése et plus
particuliérement dans la mise en place des couches de neurones (Frantz et al., 1994) (Frantz and
McConnell, 1996). Cette protéine est présente dans le cytoplasme des neurones des couches
profondes du cortex (Zhang et al., 2002) et semble impliquée dans la prolifération de ces cellules
(Acampora et al., 1996). Son expression dans les aires corticales suggere qu’elle pourrait étre
impliquée dans la définition de ces aires. De plus, Otx1 semble avoir un rdle dans la régulation
du potentiel excitateur des synapses (Acampora et al., 1996), dans le controle de 1’é¢limination
des projections axonales exubérantes des neurones de la couche 5 du cortex (Weimann et al.,
1999), dans le fonctionnement au stade pré-pubére de I’hypophyse (Acampora et al., 1998).
Enfin, Otx1 joue un role dans le développement de 1’oreille interne et de I’ceil. En effet les souris
Otx1™ présentent des anomalies de ces structures (Acampora et al., 1996) (Morsli et al., 1999).
Dans I’ceil, I’expression d’Otx] est essentiellement restreinte a 1’iris, aux corps ciliés et aux
cellules ectodermiques (Acampora et al., 1996). Ces cellules ectodermiques migrent de 1’ceil en
formation pour former les glandes lacrymales et induisent la différenciation des cellules
mésenchymateuses en cellules exocrines glandulaires. Chez les souris Otx1™", les corps ciliaires

sont absents, I’iris est trés fin et les glandes lacrymales ne se développent pas ; la différenciation
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glandulaire ne se produit pas (Acampora et al., 1996). Les cellules ectodermiques normalement
présentes dans les composants mésenchymateux ne sont pas identifiables dans ces souris. Ces
résultats montrent que le défaut de développement des glandes lacrymales observé chez les souris
Otx1™" est la conséquence de I’absence de différenciation des cellules mésenchymateuses par les
cellules ectodermiques. Ces cellules ectodermiques n’ayant pas migré, elles ne peuvent induire la
différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules exocrines glandulaires. La protéine

Otx1 serait donc impliquée dans 1’induction de la migration de cellules ectodermiques.

3.Crx

Le geéne Crx a pu étre identifié d’une part par une recherche par RT-PCR dégénérée de
génes exprimés spécifiquement dans la rétine en développement (Furukawa et al., 1997) et
d’autre part dans une expérience de simple hybride dans la levure ou le promoteur du geéne
codant pour le pigment visuel, la rhodopsine, des photorécepteurs batonnets a été utilis€é comme
appat (Chen et al., 1997b). Le gene Crx est tout d’abord exprimé dans la rétine a E12,5 dans les
couches externes correspondant a la future couche des photorécepteurs. A ce stade de
développement, les photorécepteurs de type cone sont générés alors que ceux de type batonnet ne
le sont pas encore. Au stade E15,5, la génération des cones est terminée et celle des batonnets
commence. L’expression de Crx est toujours limitée a la couche des photorécepteurs. Dans la
rétine post-natale, I’expression de Crx est dans la couche de photorécepteurs et atteint un niveau
maximal & 6 jours apres la naissance (P6). A P6, la couche pléxiforme externe CPE est visible et
sépare les cellules en 2 groupes : celles de la CNE et celles de la CNI (voir figure 2 page 8). Le
gene Crx est exprimé dans toute la CNE nouvellement établie ainsi que dans certaines cellules de
la CNI. A P9, le signal correspondant a Crx diminue mais reste discrétement localisé dans la
CNE. Cette expression de Crx persiste dans les photorécepteurs cones et batonnets différenciés
de la rétine adulte (Chen et al., 1997b) (Furukawa et al., 1997). En d’autres termes, le géne Crx
est exprimé dans les photorécepteurs cones et batonnets et cette expression débute dans les
cellules précurseurs post-mitotiques et avant toute différenciation morphologique de ces cellules
(Chen et al., 1997b) (Furukawa et al., 1997).

Une expression de Crx est également détectée dans 1’épiphyse ou glande pinéale. La
glande pinéale a pour fonction de traduire 1’information photopériodique en une synthese et une
libération rythmée de neurotransmetteurs. Cet organe est lié, au niveau évolutif, aux
photorécepteurs de la rétine. Cette expression suit un rythme diurne et atteint un pic la nuit (Chen

et al., 1997b).
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Des souris knock-out pour le géne Crx (Crx'/ 7) ont été réalisées. Ces souris sont viables,
fertiles et ne présentent pas d’anomalies morphologiques flagrantes. A P10, les rétines de ces
souris ne présentent aucune anomalie par rapport a des rétines de souris sauvages. Par contre, a
P14 alors que les segments externes des photorécepteurs sont présents dans la rétine des souris
sauvages, aucune structure de ce type n’est observable dans les souris Crx”. A P21, ces souris
mutantes ont une CNE tres fine et les corps cellulaires des photorécepteurs sont localisés a
proximité de 1’épithélium pigmentaire (Furukawa et al., 1999). Des électrorétinogrammes ont été
réalisés sur ces souris agées d’un mois et ont montré que les photorécepteurs de ces souris n’ont
aucune activité. Ce résultat suggere que ces souris sont probablement aveugles. Les souris
hétérozygotes Crx™~ développent, quant a elles, des segments externes mais a P14 leur longueur
est plus courte que celle des segments externes des souris sauvages. A P21, plus aucune
différence morphologique n’est observable entre les souris mutantes hétérozygotes et les
sauvages. Ces résultats suggerent que la protéine Crx est nécessaire a la formation des segments
externes des photorécepteurs. La glande pinéale des souris Crx” a un mois ne présente pas
d’anomalie. Cependant, I’expression des geénes codant pour des enzymes clés de la synthése de
mélatonine est fortement réduite (Furukawa et al., 1999). De plus, I’expression des génes codant
pour des facteurs de la phototransduction tels que la rhodopsine, 1’opsine bleue des cones,
I’arrestine des cones qui sont généralement fortement exprimés dans la glande pinéale des
rongeurs est complétement absente des souris Crx”". Par contre, ces souris mutantes gardent un
cycle circadien normal dans leur activité physique mais présentent une réponse lente aux
changements dans les cycles jour-nuit. Ces résultats suggerent que la protéine Crx pourrait étre
impliquée dans la régulation de I’expression des genes de la glande pinéale.

Des expériences de surexpression ont été réalisées dans la rétine afin de déterminer la
fonction de Crx dans la détermination du devenir des cellules de la rétine. Pour cela des rétines a
PO ont ét¢ infectées avec des rétrovirus contenant I’ADNc du geéne Crx. L’expression de Crx
apportée par le rétrovirus conduit a une augmentation de cellules de type photorécepteurs
batonnets. Les interneurones et les cellules amacrines sont complétement absents et le nombre de
cellules gliales est réduit. Cependant, toutes les cellules n’adoptent pas un type photorécepteur
batonnet. Ces résultats montrent que Crx n’est pas suffisant a lui seul pour induire le devenir
cellulaire de type photorécepteur batonnet mais révele que la protéine Crx est impliquée dans la
différenciation de ces photorécepteurs et qu’elle pourrait inhiber la différenciation des autres
types cellulaires (Furukawa et al., 1997). Cette approche par infection de rétines a également
permis de déterminer les domaines fonctionnels et nécessaires aux fonctions de la protéine Crx

(Chau et al., 2000) (Fei and Hughes, 2000).
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4. Otx2

Le géne Otx2 a été identifié en méme temps que le géne Otx! lors d’un criblage de
banque d’ADNc avec une sonde correspondant a I’homéodomaine d’orthodenticle (Otd : géne de
drosophile) (Simeone et al., 1992; Simeone et al., 1993). Les premicres études sur ce géne ont
montré qu’il présente trois exons et code pour une protéine de 289 acides aminés (Simeone et al.,
1992; Simeone et al., 1993). Son expression est détectée tres tot au cours de I’embryogenése et se
poursuit au cours du développement dans le cerveau, I’ceil, I'oreille et le systéme olfactif
(Simeone et al., 1992; Simeone et al., 1993). La réalisation de souris déficientes pour ce géne a
montré que ce dernier est fondamental dans la formation du cerveau des mammiferes.

Otx2 est exprimé avant le début de la gastrulation (avant ES,5) dans 1’épiblaste et dans la
région distale de ’endoderme viscéral. A la gastrulation, E7 47,5, son expression est localisée
dans I’AVE (anterior visceral endoderm) et dans la région de 1’épiblaste qui correspond au futur
neurectoderme antérieur (Mallamaci et al., 1996) (Simeone et al., 1993). Ensuite son expression
est détectée dans le télencéphale, le diencéphale et le mésencéphale (Simeone et al., 1993). Par la
suite, au cours du développement du cerveau, on retrouve ’expression d’Otx2 dans certaines
régions et structures du cerveau antérieur (Mallamaci et al., 1996) (Simeone et al., 1993). Par
contre, le géne Otx2 est absent du métencéphale, du myélencéphale et de la moelle épiniere. Dans
I’oreille interne de souris, Otx2 est co-exprimé avec Otx/ des E10,25, dans la vésicule otique. Le
gene Otx2 est exprimé dans I’extrémité ventrale de cette vésicule. Au cours du développement, la
frontiére dorsale des domaines d’expression d’Otx2 correspond au territoire de 1’utricule (Cantos
et al., 2000) (Simeone et al., 1993). A partir de E10, la protéine Otx2 est exprimée dans les
placodes olfactives. Quand les placodes s’invaginent, le signal devient plus fort dans la partie
profonde de la fosse nasale ou I’épithélium olfactif se développe (Mallamaci et al., 1996)
(Simeone et al., 1993).

A E9,5, une expression d’Otx2 est détectée dans la vésicule optique (Martinez-Morales et
al., 2001) (Simeone et al., 1993). A El1, cette expression est détectée dans 1’épithélium
pigmentaire présomptif. A E12,5, Ox2 est détecté dans la sclérotique, la RPE et dans les
leptoméninges entourant le nerf optique. A E13, I’expression dans la neurorétine débute et est
diffuse (Baas et al., 2000) (Martinez-Morales et al., 2001) (Simeone et al., 1993). Puis, a E16, les
cellules ganglionnaires et la RPE expriment Otx2, ainsi que quelques cellules dans la rétine (Baas
et al., 2000) (Martinez-Morales et al., 2001) (Simeone et al., 1993). Chez le poulet, Ox2 est
exprimé de maniere diffuse a travers toute la vésicule optique des le début du développement de
I’ceil (Bovolenta et al., 1997). Par la suite, quand la vésicule optique rentre en contact avec

I’ectoderme de surface, I’expression d’Otx2 se restreint a la partie centrale de la vésicule. Quand
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la cupule optique se forme, Otx2 n’est plus exprimé que dans la couche externe de la cupule qui
va former I’épithélium pigmentaire. Ce patron d’expression précoce est complémentaire de Pax-2
qui est localis¢ dans la partie ventrale de I’ceil en développement et dans le nerf optique.
L’expression d’Otx2 dans I’épithélium pigmentaire est toujours observée a tous les stades de
développement analysés, mais aussi dans quelques cellules de la neurorétine en position centrale
aux environs du stade 22. Le nombre de cellules exprimant Otx2 dans la neurorétine augmente au
cours du temps selon un gradient allant du centre vers la périphérie de la rétine. La
caractérisation des cellules de la neurorétine qui expriment ce géne montre qu’il s’agit de
neuroblastes post-mitotiques qui se différencient (Bovolenta et al., 1997). Ces résultats suggerent
qu’Otx2 pourrait avoir un double role dans le développement de D’ceil. Otx2 pourrait étre
nécessaire a la spécification et au développement de 1’épithélium pigmentaire, et pourrait étre

impliqué dans la différenciation des différentes cellules formant la neurorétine.

a. Fonctions de la protéine Otx2

Les premicres informations concernant la fonction de la protéine Otx2 sont issues de la
réalisation de souris déficientes pour ce géne. Ces souris ont été réalisées par trois équipes qui
ont utilisé¢ des approches différentes. L’étude du phénotype de ces souris a permis de mettre en
¢vidence le role fondamental d’Otx2 dans la formation du cerveau mais aussi au cours du
développement de I’ceil et de 1’oreille interne. Les loci du gene Ox2 recombinés obtenus par les
différentes équipes sont les suivants (figure 21) :

- le premier consiste au remplacement de la séquence codante du géne Otx2 par le gene
LacZ (Acampora et al., 1995)

- le second locus recombiné correspond a une insertion dans I’exon 2 d’Otx2 du gene
néomycine qui apporte un site précoce de fin de transcription (Matsuo et al., 1995), cette
recombinaison conduit a la synthése d’une protéine tronquée de 61 acides aminés

- le troisiéme locus, nommé OtXZhd, consiste a la délétion de I’homéodomaine et des
introns, seul subsiste I’exon 1 (Ang et al., 1996).

Ces différentes modifications du locus d’Otx2 aboutissent a des phénotypes similaires
chez les souris, mais apportent des informations complémentaires sur les fonctions et la
régulation de I’expression d’Oix2.

Les souris hétérozygotes pour le premier locus recombiné ne présentent aucune anomalie
(Acampora et al., 1995). Des souris Otx2™" ont été générées a partir des souris Otx2™". Les souris
homozygotes ainsi obtenus meurent in utéro a environ E10 et ne possedent aucune structure

antérieure correspondant au cerveau antérieur et moyen. Dans la partie la plus antérieure de ces
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A.Le géne Otx2
ATG Stop
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D. Le locus Otx2 recombiné par Ang et al. (1996)
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Figure 21 : Structure des loci 0tX2 recombinés pour la réalisation de souris K.O. déficientes
pour ce geéne. A. Le geéne otx2 : structure décrite par Simeone et al., 1992 et 1993. Ce gene
présente 3 exons. La région codant pour ’homéodomaine (en noir) est présente dans les exons 2
et 3. les sites d’initiation et de fin de transcription n’ont pas été cartographiés précisément(traits
pointillés). En B., C. et D. représentation des loci recombinés par les équipes respectives.
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embryons, le tube neural s’interrompt brutalement. Le phénotype de ces souris couplé a I’absence
de protéines P-galactosidase dans 1’épiblaste des souris mutées pour ce gene suggerent que le
neurectoderme antérieur n’ait pas été correctement spécifié, il semble ne pas avoir été induit. Ces
observations ont conduit a I’hypothése que le géne Otx2 est impliqué dans 1’induction du
neurectoderme antérieur et par conséquent serait responsable de la régionalisation de 1’épiblaste
(Acampora et al., 1995).

Avec le second locus recombiné d’Otx2, la majorité des souris hétérozygotes meurt le
premier jour aprés la naissance et présentent une téte anormale. Seul 16% des animaux
apparaissent normaux. Une analyse de ces souris révele qu’elles présentent des phénotypes variés
plus ou moins graves. La majorité¢ d’entre elles n’ont pas de machoire inférieure, des yeux
microphtalmiques ou anophtalmiques. Dans les cas de microphtalmie, les yeux sont soit
protubérants soit enfoncés dans I’orbite. Le cristallin, la cornée et I’iris sont souvent absents et
I’épithélium pigmentaire ainsi que la neurorétine sont anormaux. La cavité nasale et le bulbe
olfactif sont souvent déformés et ont de nombreuses anomalies morphologiques. Dans les cas
d’anophtalmie, seulement une trace de cellules pigmentées est détectée a la place de 1’ceil mais le
chiasma optique est normalement présent. Certaines des souris présentent des structures
antérieures anormales (holoprosencéphalie), d’autres n’ont pas de structures correspondant au
cerveau antérieur et moyen. Les souris hétérozygotes présentant un phénotype normal (16%) ont
été croisées pour obtenir des souris homozygotes Otx2”". Toutes les souris ainsi obtenues n’ont
pas de structures antérieures de la téte et meurent aux environs de E10 (Matsuo et al., 1995). La
différence de phénotype observée entre les souris Otx2"" obtenues par Matsuo et al. (1995) et
celles obtenues par Acampora et al. (1995) a été attribuée au fond génétique des souris utilisées
dans ces expériences mais également a des modifications des séquences de régulation de
I’expression et de la stabilité¢ des messagers.

Les souris hétérozygotes pour le troisiéme locus recombiné du gene Otx2 sont normales
et fertiles (Ang et al., 1996). Cependant, quelques souris Otx2"" présentent un tube neural ouvert
qui conduit a4 un défaut du cerveau antérieur et moyen. Les embryons Otx™"™ présentent un
phénotype identique aux souris déficientes pour le géne Otx2 obtenues par les autres équipes.
Une étude plus détaillée de la gastrulation montre que ces embryons ont une ligne primitive
désorganisée qui conduit au développement anormal du mésoderme.

L’ensemble de ces résultats a révélé que le gene Ofx2 a un rdle crucial lors de la
formation du cerveau. L’absence de ce géne est 1étale et conduit a I’arrét du développement des
structures antérieures de 1’animal. De plus, la comparaison des phénotypes obtenus montre que le

fond génétique des souris est impliqué dans la pénétrance du phénotype.
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Afin de mieux comprendre le role des protéines Otx dans la formation du cerveau, des
souris présentant des altérations pour les génes Otx] et Otx2 ont été réalisées. Cette approche
réalisée par deux équipes indépendantes apporte des résultats identiques (Acampora et al., 1997)
(Suda et al., 1997). Les souris mutantes pour Otx2 correspondent aux loci 2 et 3 précédemment
mentionnés. Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris Otx1” ou Otx1"". Les souris
mutantes homozygotes pour les deux génes ne sont pas viables. Les souris Otx1™ Otx2™" et
Otx1” Otx2™" sont normales. Par contre les souris Otx1” Otx2™" ont des anomalies des
structures antérieures de la teéte différentes de celles observées dans les autres souris mutantes
pour ces genes. Ces souris n’ont pas de mésencéphale et le diencéphale est réduit. Le
métencéphale de ces souris est plus étendu rostralement et occupe la région du mésencéphale et
la région caudale du diencéphale. Ces résultats suggerent que le phénotype du cerveau de ces
souris pourrait étre la conséquence d’un processus de redéfinition des structures du cerveau. La
quantité de protéines Otx synthétisées dans les souris Otx1” Otx2"" semble responsable de cette
transformation suggérant que les protéines Otx1 et Otx2, par un effet de dose, sont nécessaires
pour spécifier correctement ces structures.

Dans I’eeil de souris, les protéines Otx1, Crx et Otx2 sont exprimées. Toutes les souris
Otx1” Otx2"" et 30% des souris Otx1" Otx2"" présentent des malformations oculaires
importantes qui affectent le cristallin, I’épithélium pigmentaire, la neurorétine et le pédoncule
optique (Martinez-Morales et al., 2001). Au cours du développement de 1’ceil, la vésicule optique
est séverement altérée et I’expression des génes spécifiques de 1’épithélium pigmentaire tels que
Mitf et tyrosinase, est absente suggérant que I’épithélium pigmentaire n’est pas spécifié. Plus
tardivement dans le développement, la région de I’épithélium pigmentaire acquicre des
caractéristiques de neurorétine. Ces résultats suggerent qu’une régulation par la quantité de
protéine Otx est nécessaire pour un développement normal de 1’eeil. De plus, ces résultats
montrent que la détermination et la différenciation de I’épithélium pigmentaire nécessitent
I’expression de ces deux protéines (Martinez-Morales et al., 2001). Le développement de I’ceil
n’est pas uniquement dépendant d’une dose de protéine Otx, il est également dépendant de
I’identité des protéines Otx exprimées. En effet, des anomalies importantes de I’ceil sont

++
" Dans les deux

observées dans les souris Otx1"" Otx2"" mais pas dans les souris Otx1”" Otx2
cas, seulement deux alleles Otx sont fonctionnels mais c’est I’absence d’alléles Otx2 qui semble
responsable de 1’altération de I’ceil. Ce résultat est corroboré par le phénotype des souris
hétérozygotes pour Otx2 qui présentent des microphtalmies ou anophtalmies. Ces résultats ainsi
que les patrons d’expression du geéne Otx2 montrent que ce geéne pourrait étre impliqué dans

différentes étapes de la formation de I’ceil des vertébrés. Ces étapes correspondent a la
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détermination du feuillet ou I’ceil se forme, la morphogenése de la cupule optique, la
détermination de I’épithélium pigmentaire et la génération spécifique de certains neurones de la

rétine (Bovolenta et al., 1997) (Martinez-Morales et al., 2001).

b. Régulation de I’expression d’Otx2

La réalisation de transgénes correspondant au promoteur du géne Otx2 fusionné avec le
geéne rapporteur LacZ a permis d’identifier des séquences régulatrices de I’expression de ce géne
(Kimura et al., 1997). Un fragment de 1800 pb présent en 5’ du site d’initiation de la traduction a
été utilisé dans ces expériences. L’¢étude de I’expression du transgeéne dans les embryons a permis
dans un premier temps de confirmer, par des expériences de RT-PCR sur des ARNm extraits
d’embryons a E9,5, le site d’initiation de démarrage de la transcription identifié¢ préalablement
par Simeone et al. (Simeone et al., 1995). Ce site est présent entre 852 et 722 nucléotides en
amont du site de démarrage de la traduction. L’identification de ce site a également permis de
localiser une boite TATA dans ce promoteur. Cette étude a ensuite permis de montrer que ce
fragment de 1800 pb est nécessaire et suffisant pour exprimer le géne Otx2 a E10,5, dans le
mésenchyme céphalique au niveau du diencéphale et du mésencéphale. Pour identifier les
séquences régulatrices des délétions de I'extrémité 5° de ce fragment ont été¢ réalisées. Ces
expériences ont mis en évidence une région de 49 pb a environ 900pb du site de démarrage de la
traduction qui est nécessaire a I’expression du géne Otx2 dans le mésenchyme céphalique. Une
comparaison avec le promoteur du géne Otx2 du poisson Fugu a révélé que cette séquence de 49
pb est conservée. La séquence du Fugu est également capable de cibler 1’expression du géne
rapporteur dans les crétes mésenchymateuses des embryons de souris.

L’étude de ces transgénes a également permis de localiser la séquence régulatrice
responsable de I’expression d’Otx2 dans ’endoderme viscéral (Kimura et al., 2000). Cette
séquence correspond a une région de 140 pb localisée dans les 1800 pb présents avant le site de
démarrage de la traduction. Notons que des travaux ont montré que les régions 5° UTR
(UnTranslated Region) et 3> UTR sont impliquées dans le contrdle de la traduction des ARNm
d’Otx2 (Acampora et al., 2001). Deux autres promoteurs ont €té caractérisés dans le gene Otx2
de souris (Courtois et al., 2003). En effet, ces travaux ont permis de mettre en évidence deux
nouveaux sites d’initiation de la transcription situés respectivement a -5017 pb et -2598 pb du
site d’initiation de la traduction, et de montrer que le premier site qui avait déja été décrit
(Simeone et al., 1995) est situ¢ a -207 pb et non 500 a 800 pb en amont. Les trois transcrits ainsi
obtenus ne différent que dans leurs extrémités 5’ non codantes. Ces travaux ont permis de

caractériser deux nouveaux promoteurs situés respectivement entre les nucléotides -7800 et -
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4925 et entre les nucléotides -4655 et -2503. Deux des promoteurs de Otx2 ont également été
caractérisés dans le travail présenté dans la partie résultats.

Enfin, des expériences de « knock-in » remplacant les séquences codantes de Otx2 par
celles de Otx1 tout en gardant certaines séquences de régulations de Otx2 conduisent a la genése
de souris normales, suggérant que les différences entre Otx2 et Otx1l sont plutot liées aux
différences dans leurs séquences de régulation que dans leur séquence codante (Acampora et al.,

2003).

VI. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION MAF

c-maf est le premier membre de la famille qui a été isolé sous sa forme oncogénique, ce
qui fait de lui en quelque sorte le prototype de la famille. L’oncogéne v-maf a été identifié a
partir d’un rétrovirus aviaire oncogénique, 1’AS42, capable d’induire des fibrosarcomes
musculoaponeurotiques in vivo chez le poulet et de transformer des fibroblastes embryonnaires
de poulet in vitro (Nishizawa et al., 1989). L’analyse de la séquence de la protéine Maf
(MusculoAponeurotic Fibrosarcoma) a permis de la classer parmi les protéines de type b-Zip.
Les similitudes de séquence et d’organisation structurale on fait de Maf un nouveau membre de
la super famille des facteurs de transcription AP1. L’isolement et la caractérisation de nouvelles
protéines Maf ont permis par la suite d’établir que ces protéines forment une sous-famille de

facteurs de transcription a domaine b-Zip.

1. La famille Maf

Chez les vertébrés, la famille des génes maf est composée de sept membres qui sont donc
des facteurs de transcription ayant en commun un domaine de liaison a I’ADN de type B-LZ ou
b-Zip (basic-Leucine Zipper). Ils peuvent étre regroupés en fonction de leurs homologies en deux
classes : les grands membres qui posseédent un domaine de transactivation dans leur partie amino-
terminale, et les petits membres qui en sont dépourvus (figure 22). Les protéines c-Maf aviaire
(Kataoka et al., 1993; Kurschner and Morgan, 1995) appelée Maf-2 chez le rat (Yoshida et al.,
1997), MafB aviaire (Kataoka et al., 1994a) également appelée Krmll ou Kr (Kreissler) chez la
souris (Cordes and Barsh, 1994; Huang et al., 2000) ou Maf-1 chez le rat (Yoshida et al., 1997)
ou encore valentino/Zkrml chez le poisson zeébre (Moens et al., 1998; Schvarzstein et al., 1999),
Nrl (Neural Retina Leucine zipper) isolée chez I’homme et la souris (Farjo et al., 1993; Swaroop

et al., 1992) et enfin MafA/L-Maf isolée plus récemment chez la caille et la poule (Benkhelifa et
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al., 1998; Ogino and Yasuda, 1998) forment la classe des grands Maf qui possédent un domaine
de transactivation. Au contraire, les protéines MafF (Fujiwara et al., 1993), MafG (Kataoka et al.,
1995) et MafK (Fujiwara et al., 1993) appelée p18 chez la souris (Andrews et al., 1993; Igarashi
et al., 1995) ne contiennent pas ce domaine et du fait de leur faible masse moléculaire constituent
les petits membres de cette famille. Les homologues de mafG et mafK ont été clonés chez
I’homme (hmafG et hmafK)(Blank et al., 1997; Toki et al., 1997). Il est important de noter que
seuls les grands membres de la famille Maf ont des capacités transactivatrices liées a leur
domaine transactivateur (domaine acide) et a la présence de répétition d’acides aminés histidine
et glycine entre le domaine transactivateur et le domaine de liaison a I’ADN (figure 22) (Kataoka

et al., 1994a; Kataoka et al., 1996; Kumar et al., 1996).

2. La liaison a ’ADN des protéines Maf

Les protéines Maf sont trés similaires dans leur domaine de liaison a I’ADN (Kerppola
and Curran, 1994) (Kataoka et al., 1996). En plus de leur domaine b-Zip de liaison a I’ADN, les
protéines Maf possedent une région d’homologie étendue appelée "Ancillary domain", cette
région est nécessaire a leur liaison a I’ADN et peut également leur conférer une spécificité de
liaison (Kerppola and Curran, 1994). Elle est constitué¢e d’acides aminés chargés au sein desquels
se trouve une répétition de résidus hydrophobes non chargés tous les 3-4 acides aminés. De ce
fait, elle n’est pas considérée comme une extension du domaine basique mais plutot comme une
unité séparée. Ce domaine conservé chez les protéines de la famille Maf est une particularité car
il n’est retrouvé chez aucun autre facteur de transcription de type b-Zip.

Les protéines Maf peuvent se lier a I’ADN sous la forme d’homodimeéres au niveau de
séquences palindromiques appelées MARE (MAf Responsive Element) (Kataoka et al., 1994b)
(Kerppola and Curran, 1994). Ces séquences MARE représentent également des sites consensus
pour les protéines des familles AP1 et CREB. Ces sequences sont de type TRE ou CRE et lient
respectivement les protéines de la famille Fos/Jun et de la famille ATF/CREB. De ce fait, les
protéines Maf reconnaissent les séquences de type TRE pour T-MARE : TGCTGACTCAGCA;
ou CRE pour C-MARE : TGCTGACGTCAGCA. Les mutations dans la partie centrale du
palindrome affectent peu la liaison des protéines Maf (Kerppola and Curran, 1994). Par contre,
les nucléotides situés aux extrémités 5’ et 3 des séquences MARE (TGC et GCA) sont
déterminants pour la fixation des protéines Maf (Kerppola and Curran, 1994). La région
d’homologie étendue (ancillary domain) est responsable de la reconnaissance des extrémités des
sites, quant au domaine basique du domaine b-Zip il reconnait les séquences centrales des sites.

Les protéines Maf peuvent aussi former des hétérodiméres entre elles ou avec d’autres
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Figure 22: Schéma des différents membres de la famille des facteurs de transcription Maf.
H: répétitions d'Histidine; G: répétitions de Glycine; RHE: Région d'Homologie Etendue; LZ:
Leucine Zipper; BD: Binding Domain; TD: Transactivating Domain. (P): Poule; (C): Caille; (S):
Souris; (R) : Rat; (H): Homme; (PZ): Poisson Z¢bre.
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protéines de type b-Zip. La spécificit¢ de liaison des hétérodimeéres formés dépend alors de

chacun des partenaires engagés (Kerppola and Curran, 1994).

3. Fonctions des protéines Maf

Comme il a déja €té mentionné, la famille des facteurs de transcription Maf a initialement
¢été caractérisée a partir d’un rétrovirus aviaire oncogene codant I’oncoprotéine v-Maf (Nishizawa
et al.,, 1989). Bien que les protéines Maf présentent des propriétés oncogéniques, les proto-
oncogénes maf jouent aussi un role important dans différents processus de différenciation (pour

revue (Blank and Andrews, 1997; Motohashi et al., 1997))

a. Propriétés oncogéniques

A I’exception de la protéine NRL pour laquelle les propriétés transformantes n'ont pas été
testées, 1’ensemble des autres membres Maf est capable de transformer avec des efficacités
différentes des fibroblastes embryonnaires de poule (Fujiwara et al., 1993; Kataoka et al., 1994a;
Kataoka et al., 1993; Nishizawa et al., 2003). De plus, la dérégulation de I’expression de c-maf a
¢été observée dans un nombre significatif de myélomes (Chesi et al., 1998). Il a aussi pu étre
¢tabli que I’induction de certains mélanomes par le virus MuLV (Murine Leukemia Virus) est la
conséquence de I’intégration de ce virus dans le génome, a proximité du locus c-maf, et de la

surexpression de ce géne qui en résulte (Li et al., 1999; Li et al., 1998).

b. Roles dans la différenciation

L’¢étude des profils d’expression de certains membres de la famille ainsi que la nature des
geénes cibles de ces protéines suggérent fortement que cette famille de facteurs de transcription
joue un role dans la mise en place et le maintien de I’état différencié de certains tissus et de
certains types cellulaires.

Ainsi, MafB/Kr est, chez la souris comme chez le poulet, exprimé dans le systeme
nerveux et d’autres tissus ou organes tels que ’intestin, le foie, la rate et la moelle osseuse
(Eichmann et al., 1997). Dans le systéme nerveux, le profil d’expression de mafB/kr est le méme
chez les mammiferes et les oiseaux : ce gene est exprimé dans la moelle épiniere et le
rhombencéphale. Des souris mutantes homozygotes pour ce geéne sont sourdes, tournent en rond
et ne savent pas nager. Le phénotype de ces souris résulte d’un défaut de formation de certains
rhombomeres du rhombencéphale (dont celui correspondant a I’oreille interne), ceci étant di au
fait que MafB/Kr régule I’expression de certains geénes hox (hoxa-3 et hoxb-3) impliqués dans la

segmentation du rhombencéphale (Cordes and Barsh, 1994; Manzanares et al., 1999; Manzanares
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et al., 1997; Theil et al., 2002). De plus, MafB est aussi important dans la différenciation
my¢élomonocytaire. En effet, la surexpression de cette protéine induit la différenciation de
my¢loblastes en macrophages, alors que la surexpression d’une forme mutée dominante négative
de MafB inhibe la différenciation de my¢loblastes en macrophages (Kelly et al., 2000). De plus,
MafB est capable d’inhiber la différenciation érythrocytaire, ceci dépendrait de la capacité de
MafB a interagir avec Ets-1 et a inhiber la transactivation par ce dernier de ces genes cibles
(Sieweke et al., 1996; Sieweke et al., 1997).

c-Maf quant a Iui inhibe I’expression d’une protéine CD13/APN, qui est spécifiquement
exprimée par les granulocytes et les macrophages (Hedge et al., 1998). L’expression de cette
protéine est régulée positivement par les facteurs de transcription c-Myb et Ets-1 de facon
coopérative, or c-Maf en interagissant avec c-Myb forme un complexe inhibiteur de la
transcription de ce gene (Hedge et al., 1998). Ceci suggere que la régulation de I’activité
transcriptionnelle de c-Myb par c-Maf pourrait étre un mécanisme important de régulation de

I’expression de genes au cours du développement des cellules hématopoiétiques.

c. Les facteurs de transcription Maf et I’ ceil
Les grands membres de la famille Maf sont exprimés dans I’ceil, il n’est donc pas
surprenant que cette famille de facteurs de transcription joue un rdle dans le développement de

cet organe.

c.1. NRL et la neurorétine

Le profil d’expression de nr/ coincide avec I’établissement de la différenciation dans le
cerveau et la rétine au cours du développement embryonnaire de la souris et suggere un role de
celui-ci dans le maintien de 1’état différencié de la neurorétine adulte (Liu et al., 1996; Swaroop
et al., 1992). Au cours du développement, Nrl est exprimé dans tous les neurones post mitotiques
et dans le cristallin, pour se restreindre ensuite aux photorécepteurs (Liu et al., 1996). Nrl est
capable d’activer I’expression du geéne codant la rhodopsine en se fixant directement sur son
promoteur (Kumar et al., 1996; Rehemtulla et al., 1996). La rhodopsine est un constituant
spécifique des photorécepteurs de type batonnet, elle est en association avec d’autres protéines
essentielles pour la cascade de phototransduction. De plus, il a été montré que Nrl agit en
synergie avec le facteur de transcription Crx (qui est important pour le développement des
photorécepteurs) pour réguler 1’expression de la rhodopsine (Chen et al., 1997b), cette action
synergique pouvant se faire via une interaction physique entre ces deux protéines (Mitton et al.,

2000). Les mutations de la sérine 50 de Nrl en thréonine (S50T) et de la proline 51 en leucine
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(P51U) ont été associ¢es a une forme autosomale de rétinite pigmentaire (Bessant et al., 1999;
Martinez-Gimeno et al., 2001). La mutation S50T entrainerait une augmentation de la synergie
avec Crx, ce qui aurait pour conséquence 1’augmentation de la concentration en rhodopsine au
niveau des photorécepteurs qui conduit & une mortalité importante de ces cellules. Enfin, plus
récemment, la réalisation du "knock out" de nr/ chez la souris a permis de définir le role de Nrl
dans la neurorétine (Mears et al., 2001). Chez ces souris les photorécepteurs ont tous une
morphologie de type cone et ’analyse de I’expression des génes dans ces cellules montrent qu’il
n’y a plus de photorécepteurs de type batonnet. Ces résultats suggerent donc que Nrl induit la
différenciation des photorécepteurs de type batonnet, en activant directement les genes
spécifiques des batonnets, et en inhibant simultanément la voie de différenciation en cellules de

type cone.

c.2. Les grands Maf et le développement du cristallin

Nous venons de voir la fonction de Nrl dans la neurorétine. Or, c-Maf, MafB et L-
Maf/MafA sont quand a eux exprimés dans le cristallin (Eichmann et al., 1997; Kawauchi et al.,
1999; Kim et al., 1999; Ogino and Yasuda, 1998; Ring et al., 2000; Sakai et al., 1997).

Le role de c-Maf dans le développement du cristallin a pu étre ¢lucidé par 1’invalidation
de ce geéne par trois équipes différentes (Kawauchi et al., 1999; Kim et al., 1999; Ring et al.,
2000). Les souris dépourvues de c-Maf ont un développement défectueux du cristallin. En fait,
on observe une absence d’élongation des fibres cristallines postérieures corrélée avec une
altération de I’expression des geénes de certaines cristallines. En effet, on constate une absence
d’expression de 1’alphaA-cristalline et de toutes les béta-cristallines (Ring et al., 2000). Des
expériences in vitro montrent que c-Maf se fixe au niveau de sites TRE sur les promoteurs de
I’alphaA, de la bétaB2 et de la bétaA4 cristallines (Ring et al., 2000) et qu’il active 1’expression
de la gamma cristalline (Kim et al., 1999). Ces résultats montrent que c-Maf est nécessaire pour
la différenciation des fibres du cristallin, notamment, en régulant directement I’expression de
certaines cristallines.

L-maf/maf-A a été isolé et caractérisé simultanément chez la poule et la caille (Ogino and
Yasuda, 1998) (Benkhelifa et al., 1998). Ce géne est exprimé dans le cristallin mais aussi dans le
cerveau et la rétine, et notamment son expression est régulée au cours du développement de la
rétine. L’expression de L-maf est d’abord détectée dans la placode cristalline et est ensuite
restreinte aux cellules du cristallin (Ogino and Yasuda, 1998). L’expression ectopique de L-maf
induit I’expression des cristallines alpha, béta et gamma dans différents types de cellules et sa

surexpression dans des cellules de neurorétine en culture induit la transdifférenciation de ces
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cellules en cellules fibres du cristallin (Ogino and Yasuda, 1998). De plus, in ovo, I’expression
ectopique de L-Maf induit la formation de cellules fibres du cristallin a partir de cellules
ectodermiques de la tete. Ces résultats suggerent que L-Maf pourrait jouer un rdle dans
I’induction et la différenciation du cristallin. Des résultats plus récent chez le poulet, obtenus par
¢lectroporation in ovo, montrent que lorsque 1’on électropore des formes dominantes négatives de
Pax6 on observe une répression de 1’expression des génes L-maf, ProxlI et o-cristalline (Reza et
al., 2002). Cette répression s’accompagnant d’un défaut de formation du cristallin. L’expression
des génes réprimés peut €tre rétablie si L-Maf est coexprimé avec les dominants négatifs de
Pax6. De plus, I’¢lectroporation d’un dominant négatif de L-Maf inhibe I’expression de Prox/ et
o-cristalline, alors que la surexpression de L-Maf active I’expression de ces génes. Ces résultats
montrent que L-maf est un gene cible de Pax6 et que L-Maf médie I’activité de Pax6 au cours du
développement du cristallin. Cependant, L-maf ne doit pas étre 1’'unique cible de Pax6 pour
médier son activité dans le cristallin. En effet, il a aussi ét¢ montré que Pax6 peut réguler
I’expression de c-maf dans des fibroblastes de souris en culture (Sakai et al., 2001). c-Maf et L-
Maf pourrait donc agir de facon redondante dans le développement du cristallin.

Quant a MafB, bien qu’il soit exprimé dans le cristallin on ne connait pas encore
exactement son role dans le développement de celui-ci. Cependant chez le xénope, MafB est
exprimé dans les cellules épithéliales du cristallin et active ’expression de certaines cristallines
et de pax6 (Ishibashi and Yasuda, 2001). Ce qui suggere que MafB pourrait avoir un role

différent des autres grands Maf dans le cristallin.
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RESULTATS

La capacité que présente la neurorétine en culture a se transdifférencier, soit dans la voie
pigmentaire, soit dans la voie lenticulaire fait de ce systeme cellulaire un mod¢le extrémement
intéressant pour étudier au niveau moléculaire les événements contrdlant les processus de
différenciation dans ces différentes voies. C’est ainsi que notre laboratoire a montré que
I’oncogene myc était capable d’induire une transdifférenciation pigmentaire a partir de neurones,
propriété partagée par le facteur Mitf (Planque et al., 1999 ; Plaza et al., 1999 oncogene, Martin
et al., 1992). Plus récemment, nous avons montré montrer que pax6 contrdlait négativement
I’activité de Mit (Planque et al., 2001b), ce qui pourrait avoir un réle important pour permettre la
partition du neuroépithélium de la vésicule optique en rétine pigmentaire (dans sa portion
postérieure) et en neurorétine (dans sa portion antérieure) in vivo. Le géne Otx2 est exprimé dans
la partie postérieure de ce neuroépithélium, et les souris invalidées dans les génes Otx1 et Otx2
montrent une transdifférenciation de la rétine pigmentaire en neurorétine (Martinez-Morales et
al., 2001), un phénotype semblable a celui observé dans le cas de mutations dans le géne Mitf
(Nguyen and Arnheiter, 2000). Nous avons donc étudi¢ le réle de Otx2 dans la différenciation
pigmentaire.

Enfin, les cellules de rétine en culture permettent 1’é¢tude de la combinatoire des facteurs
responsables de 1’utilisation des enhancers tissus spécifiques de Pax6. Il est en effet possible
d’observer ’activité de promoteurs liés a différents enhancers dans ce systeme et d’en moduler
I’activité avec des facteurs définis. Pax6 activant I’expression de c-maf (Sakai et al., 2001) nous
avons ¢étudié I’influence réciproque des membres de la famille Maf sur I’activité des séquences

régulatrices de Pax6.
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I. Otx2 active le programme moléculaire de la différenciation de I’épithélium

pigmentaire de la rétine.

L’expression ectopique de mitf dans des cellules de neurorétine en culture induit un
phénotype pigmenté, montrant que ce facteur de transcription a la capacit¢ d’induire le
programme de différenciation de la rétine pigmentaire (Planque et al., 1999). Les travaux
présentés ici montrent: 1) qu’Ofx2 induit également un phénotype pigmenté lorsqu’il est
surexprimé dans des cellules de neurorétine, 2) qu’il régule positivement, en se fixant
directement sur leurs promoteurs, les geénes cibles de mitf : les génes de la tyrosinase, trp-1 et
ONR71. De plus, Otx2 et Mitf interagissent physiquement in vitro, et ils sont co-distribués dans
les noyaux de cellules de RPE lorsqu’ils sont co-transfectés. Enfin, leur co-expression conduit a
I’activation synergique des promoteurs des genes de la tyrosinase et de QONR71 (Martinez-

Morales et al., 2003).

1. Otx2 induit un phénotype pigmenté

Afin de déterminer si Otx2, comme Mitf, est capable d’induire le programme de
différenciation de la rétine pigmentaire nous avons réalisé¢ des transfections stables de cellules de
neurorétine de caille avec un vecteur d’expression contenant le gene Otx2. Comme controle
positif, nous avons transfecté des cellules avec des vecteurs codant les isoformes Mitf4 et MitfM,
et comme controle négatif nous avons transfecté le vecteur vide. Apres sélection au G418 (ces
vecteurs portent en effet le géne de résistance a la néomycine), on observe des foyers de cellules,
certains de ces foyers étant pigmentés, non seulement dans les boites transfectées avec Mitf4 et
MitfM mais aussi dans la boite transfectée avec Ox2 (figure 1, A-D). Aucun foyer pigmenté n’est
observé avec le vecteur vide. Un certain nombre de cellules expriment Mitf dans les foyers
pigmentés induit par Otx2 et réciproquement un certain nombre de foyers pigmentés expriment
Otx2 dans les foyers induits par Mitf (figure 1, E et F). Ces résultats montrent qu’O#x2, tout
comme Mitf, peut induire un phénotype pigmenté lorsqu’il est surexprimé dans des cellules de

neurorétine, et qu’il peut exister une boucle de régulation positive entre Otx2 et Mitf.

2. Otx2 régule le promoteur d’un transcrit alternatif nouvellement identifié

Les résultats précédents soulignent I’importance des genes Mitf et Otx2 dans 1’induction
d’un phénotype pigmenté mais ne nous renseignent pas sur les relations hiérarchiques qui
existent entre ces deux facteurs de transcription. Tout d’abord nous avons décidé de vérifier si

Mitf pouvait réguler I’expression d’Otx2 et réciproquement. Apres séquengage d’un fragment
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d’ADN de 8,2 kb situé¢ en amont de la séquence codante du gene Otx2 de souris, alignement avec
la séquence humaine et comparaison avec les banques de données EST, Juan Ramon Martinez-
Morales a pu mettre en évidence deux ARN messagers différents d’Otx2 qui sont conservés
phylogénétiquement. Ces deux transcrits sont obtenus par épissage alternatif, ils codent tous les
deux la méme protéine mais sont différents dans leurs parties 5’ non codantes et par conséquent
différent par leurs régions promotrices (figure 2, A). Ces deux transcrits ont été appelés TO et T1,
ce dernier étant déja décrit (Simeone et al., 1993). Les deux ARNm sont transcrits avec des
intensités relatives différentes dans les embryons de souris a E9,5 ainsi que dans I’ceil 2 jours
apres la naissance et dans I’ceil adulte (figure 2, B). Ces résultats sont confirmés par hybridation
in situ avec des sondes spécifiques des extrémités 5’ et une sonde commune de la région 3’
(figure 2, C). Notons cependant que les transcrits TO sont plus fortement exprimés. Les résultats
d’hybridation in situ correspondent au patron d’expression déja décrit (Bovolenta et al., 1997)
(Simeone et al., 1993).

Outre la mise en évidence de deux transcrits différents pour Otx2, ces travaux ont permis
de cloner un fragment de lkb en amont du site d’initiation du deuxiéme transcrit (T0). Ce
fragment a été inséré dans un vecteur rapporteur contenant le géne de la luciférase afin de tester
sa potentielle capacité promotrice, le plasmide ainsi obtenu a été appelé pOTX2luc-974. Nous
avons ainsi pu tester en transfection les capacités promotrices de cette région et les comparer
avec la région promotrice du transcrit T1 déja caractérisée (plasmide pOTX2-1219). On observe
que ces deux constructions présentent des activités promotrices (figure 3, A). Par des expériences
de cotransfection, nous avons observé qu’Otx2 active le promoteur du transcrit T0, alors qu’il est
sans effet sur le promoteur de T1 (figure 3, B). De plus, nous avons observé que Mitf n’activait
pas les promoteurs d’Otx2 (figure 3, B). Enfin, Otx2 n’active pas le promoteur du gene MitfA
ainsi que Mitf lui-méme (figure 3, C). Ces résultats suggerent que si des boucles de régulations
entre Otx2 et Mitf existent, soit elles nécessitent I’action d’autres facteurs intermédiaires, soit

nous n’avons pas isolé les éléments de réponse a Otx2 et Mitf des différents promoteurs.

3. Otx2 régule les promoteurs de génes de la pigmentation

De nombreux foyers pigmentés obtenus avec Otx2 n’exprimant pas Mitf, nous avons
voulu tester si Otx2 pouvait réguler directement I’expression de génes spécifiques de la rétine
pigmentaire. Pour cela, nous nous sommes concentrés sur trois génes qui sont: QONR7I,
tyrosinase et trp-1. Le premier code une glycoprotéine transmembranaire (Le Borgne et al.,
2001; Turque et al., 1996), les deux autres codent des enzymes impliquées dans la biosynthése de

la mélanine. Les régions promotrices de ces geénes ont déja été caractérisées et il a été démontré
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que Mitf régule ces genes (Goding, 2000). Ainsi, nous avons réalisé des cotransfections avec des
plasmides contenants les promoteurs de QNR7I, tyrosinase et trp-1 couplés a des genes
rapporteurs et des vecteurs d’expression d’Otx2, d’Otx1 et de Mitf. Nous avons observé qu’Otx2
active de manicre significative et dose dépendante les promoteurs de ONR71, tyrosinase et trp-1
(figure 4, A). Par contre, le mutant d’Otx2 (Q50), dans lequel la lysine en position 50 dans
I’homéodomaine a été substituée par une glutamine empéchant celui-ci de se lier sur ’ADN au
niveau de séquences consensus de type bicoide, n’active pas les promoteurs des trois geénes
(figure 4, A). Ce résultat montre la spécificité de la transactivation par Otx2 des trois promoteurs.
On observe aussi qu’Otx1 active les promoteurs de la #yrosinase et de trp-1 mais de fagon moins
importante, et la cotransfection d’Otx2 avec Otx1 n’aboutit pas a une activation synergique des
promoteurs (figure 4, A) suggérant que ces deux facteurs se lient sur ’ADN au niveau de
séquences identiques. Comme il a déja été montré, Mitf active les promoteurs des trois génes
(figure 4, B) et de facon tout a fait intéressante agit en coopération avec Otx2 sur ces promoteurs
(figure 4, B). Ceci suggere que I’action coordonnée de Mitf et Otx2 puisse étre nécessaire a
I’activation de ces génes.

L’analyse des séquences des promoteurs des génes ONR7I, tyrosinase et trpl nous a
permis de trouver plusieurs séquences de type bicoide (figures 5, A ; 6, A et 7, A) a proximité de
boites M (CATGTG) déja décrites dans ces promoteurs (Turque et al., 1996) et qui sont des sites
de fixation pour Mitf. Afin de déterminer si la liaison a I’ADN d’Otx2 était requise ou si ce
facteur nécessitait la présence de cofacteurs pour s’y lier, nous avons cherché¢ a définir quels
pouvaient étre les sites impliqués dans la transactivation des promoteurs par Otx2. Par des
expériences de retard sur gel, nous avons pu vérifier que Mitf peut se fixer sur le promoteur de
trp-1 au niveau du site mitfl (figure 5, A et B) et démontrer qu’Otx2 peut se fixer sur ce méme
promoteur au niveau de deux sites OtxA et OtxB (figure 5, A, C et D). Des expériences
similaires avec le promoteur tyrosinase ont permis de montrer qu’Otx2 peut se fixer sur deux
sites : OtxD et OtxF a proximité d’un des trois sites Mitf: Mitf2 (figure 6, A-C). Enfin, Otx2
peut se fixer sur le promoteur de QNR71 au niveau de deux sites : Otx2 et Otx4 proches du site
de fixation de Mitf (figure 7, A-B). La mutation des sites de fixation d’Otx2 abolissant la fixation
de ce dernier (figure 7, A-B), nous avons étudié quelle pouvait étre la conséquence fonctionnelle
de cette perte de fixation. Par des expériences de cotransfection avec des vecteurs rapporteurs
contenant le promoteur de ONR71 muté dans le site Mitf ou dans les sites Otx2, nous avons
observé que la mutation du site de fixation Mitf abolit la transactivation du promoteur par Mitf
mais n’abolit pas la transactivation synergique avec Otx2 (figure 7, C). Par contre, la mutation

des sites de fixation pour Otx2 abolit la transactivation par Otx2 et la transactivation synergique
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avec Mitf (figure 7, C). Ces résultats montrent qu’Otx2 transactive le promoteur de ONR71 en se
fixant directement a celui-ci au niveau de séquences bicoide et suggeérent que Mitf puisse non
seulement réguler le promoteur de QNR71 en se fixant directement a celui-ci mais aussi sans s’y
fixer, en présence d’Otx2. De plus, ces résultats suggerent fortement une interaction entre ces

deux protéines.

4. Otx2 interagit physiquement avec Mitf via le domaine b-HLH-LZ

Afin de tester cette hypothése nous avons réalisé des expériences de corétention protéique
entre Otx2 et Mitf. Nous avons ainsi pu montrer que Mitf et Otx2 interagissent physiquement in
vitro et que cette interaction nécessite le domaine b-HLH-LZ de Mitf (figure 8). De plus, comme
Otx2 et Mitf interagissent in vitro nous avons voulu savoir ce qu’il en était dans les cellules de la
RPE. Pour cela, nous avons regardé la localisation nucléaire de ces deux protéines, lorsqu’elles
sont surexprimées dans des cellules de RPE en culture, a 1’aide d’une technique de microscopie
3D a déconvolution. Nous avons donc cotransfecté des cellules de RPE avec des vecteurs
exprimant MitfA ou MitfM fusionnées a une protéine fluorescente DsRed (rouge) et un vecteur
exprimant Otx2 fusionnée a une protéine fluorescente GFP (verte). Nous observons que MitfA et
MitfM colocalisent avec Otx2 dans les noyaux des cellules, la superposition du vert et du rouge
donnant un signal jaune (figures 9, A-F). Afin de montrer que cette colocalisation n’était pas
simplement due a I’expression de deux facteurs de transcription, nous avons réalisé¢ la méme
expérience en utilisant la protéine MycGFP, car Myc n’interagit pas avec Mitf in vitro. Dans ce

cas nous n’observons que trés peu de signal jaune (figure 9, G-I).

L’ensemble de ces données montre que Otx2 peut réguler tout comme Mitf le programme
moléculaire de la différenciation de la rétine pigmentaire. De plus, Otx2 peut agir en synergie
avec Mitf, probablement au sein d’un méme complexe, pour activer des génes impliqués dans la
différenciation pigmentaire. Enfin, nos résultats suggerent I’existence d’une boucle de régulation

positive d’expression entre ces deux genes.
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I1. Régulation de I’expression de pax6 par les facteurs de transcription Maf

1. Introduction
L’expression de pax6 au cours du développement est particulierement régulée dans les différents
tissus qui composent I’ceil. En effet, comme nous 1’avons présenté dans le chapitre III partie 5,
I’expression de pax6 est controlée par deux promoteurs PO et P1, P1 étant un promoteur ubiquiste
et PO un promoteur inductible spécifique de la neurorétine (Plaza et al., 1995b). Ce promoteur PO
est aussi sous le controle de différents enhancers, qui sont eux-mémes tissu-spécifiques (voir
chapitre III partie 5). L’un de ces enhancers a été découvert et particulierement étudié au sein du
laboratoire, il s’agit de I’enhancer o (Plaza et al., 1995a). Cet enhancer est spécifique de PO et de
la neurorétine (Plaza et al., 1995a). L’étude de I’enhancer a a permis, grace a des expériences de
protection a la Dnasel avec des extraits nucléaires de neurorétine, de définir quatre régions
nommées respectivement DF1, DF2, DF3 et DF4 ou se fixent des protéines spécifiques de la
neurorétine (Plaza et al., 1995a). Des expériences de cotransfection avec des vecteurs dans
lesquels ont été clonés ces différentes "boites" multimérisées en position enhancer montrent que
les répétitions de la région DF4 conferent une activité enhancer qui augmente avec le nombre de
copies clonées, alors que les autres régions ne conférent pas ce type d’activité. Le méme type
d’expériences, mais cette fois en réalisant des délétions des différentes "boites", montrent que la
délétion de DF1 ou DF4 réduit considérablement 1’activité enhancer et que la délétion
supplémentaire de DF2 ou DF3 réduit encore davantage cette activité. Bien que, la
multimérisation de la région DF4 dans ces expériences mime l’activité de I’enhancer a, les
résultats pris dans leur ensemble suggerent que les différentes régions DF cooperent pour fournir
’activation maximale de I'enhancer a (Plaza et al., 1995a). De plus, des expériences de gel retard
montrent que des protéines de la neurorétine peuvent se fixer sur les quatre régions et d’autres ne
se fixent que sur une seule région, ce qui renforce I’idée que ces régions coopérent. La recherche
des protéines qui peuvent se fixer sur cet enhancer a été entreprise. Il a ainsi pu étre montré que
le facteur de transcription Brn3b, qui est un facteur important pour la différenciation des cellules
ganglionnaires (Wang et al., 2002), peut se fixer au niveau de la région DF4 sur I’enhancer o et
activer la transcription de pax6 (Plaza et al., 1999b). Une autre protéine a aussi été isolée par sa
capacité a se fixer sur I’enhancer a., il s’agit de la PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) qui est
une protéine qui intervient dans la réparation de I’ADN et qui pourrait aussi influer sur la
régulation de 1’expression de pax6 (Plaza et al., 1999a) en favorisant la formation des complexes

protéiques sur 1’activateur o.
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Comme nous I’avons vu dans I’introduction, les facteurs de transcription Pax6 et Maf
sont importants pour le développement de I’eil. De plus, ces facteurs de transcription sont
capables d’interagir et de réguler de fagon synergique 1’expression d’un géne cible (Planque et
al., 2001a). Mais aussi, Pax6 peut réguler I’expression de c-maf, in vitro, dans des cellules en
culture (Sakai et al., 2001). Enfin, L-maf est un gene cible de Pax6 dans le cristallin (Reza et al.,
2002). Ces données, et le fait que I’expression de pax6 puisse étre régulée par des facteurs de
transcription qui sont situés en aval de celui-ci, nous ont conduit a envisager que les facteurs de

transcription de la famille Maf pouvaient peut étre réguler I’expression de pax6.

2. Matériels et méthodes

a. Vecteurs utilisés

Le vecteur d’expression pcDNA3-MafA a ¢été¢ obtenu en insérant un fragment EcoRI,
correspondant a ’ADNc de MafA, dans le site EcoRI du vecteur pcDNA3 en phase avec la
séquence codant 1’épitope HA (Benkhelifa et al., 2001). La réalisation des mutants MafA
correspondant a MafA-LZ (mutation L2PL4P : les leucines 2 et 4 du domaine Leucine Zipper de
dimérisation sont remplacées par des prolines) qui ne peut plus se dimériser et donc se lier a
I’ADN, et a AmafA (délétion des 172 premiers acides aminés contenant notamment le domaine
acide de transactivation) qui n’est plus capable de transactiver a déja été décrite par Sofia
Benkhelifa (Benkhelifa et al., 1998). Ces mutants ont ensuite été clonés dans le vecteur pcDNA3
(Benkhelifa et al., 1998). Le vecteur d'expression pEF-BOS-MafA utilisé dans les expériences a
déja été décrit par Sofia Benkhelifa (Benkhelifa et al., 1998). Les vecteurs d'expression pEF-
BOS-MafB, pEF-BOS-v-Maf et pEF-BOS-v-MafR22E utilis¢ dans les expériences ont déja été
décris par Kohsuke Kataoka (Kataoka et al., 1994a). Le vecteur d'expression pVNC3-Otx2 a été
obtenu en insérant un fragment EcoRI correspondant a I'ADNc d'Otx2 dans le site EcoRI du
vecteur pVNC3 (Martinez-Morales et al., 2001). Les vecteurs d'expression pVNC3-Crx et
pVNC3-Nrl nous ont ¢été¢ donnés par Sylvie Mazan. Le vecteur rapporteur PO-CAT correspond a
I’insertion d’un fragment Xbal-Asp718 d’environ 1,5 kb d’ADN génomique correspondant au
promoteur PO dans le vecteur rapporteur pBL-CATS5 (Plaza et al., 1993), et le vecteur rapporteur
P1-CAT correspond a I’insertion d’un fragment NotI-Notl d’environ 1 kb d’ADN génomique
correspondant au promoteur P1 dans le vecteur rapporteur pBL-CAT6 (Plaza et al., 1995b). Le
vecteur rapporteur POHA-CAT correspond a I’insertion d'un fragment HinclI-Asp718 de 594 pb
(PO délété en 5° de 919 pb) en amont du géne CAT dans le vecteur pBLCATS, le vecteur
rapporteur POHD-CAT correspond a I’insertion du fragment Hincll-Dral de 494 pb (PO délété en
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5> de 919 pb et en 3° de 100 pb) en amont du géne CAT dans le vecteur pPBLCATS (Plaza et al.,
1993). Les constructions pHP et pHE-CAT contiennent respectivement un fragment de 9,5 kb
d'ADN génomique comprenant les promoteurs PO, P1 et I’enhancer o (HindIII-Pstl) et un
fragment de 9 kb amputé des 500 pb contenant I'enhancer o (HindIII-EcoRV) cloné en amont du
géne CAT dans le vecteur pPBLCAT6 (Plaza et al., 1995a). Le vecteur TK-CAT correspond au
vecteur pBLCATS qui contient le géne CAT (chloremphenicol acetyltransferase) sous le contrdle
du promoteur thymidine kinase (TK). Le vecteur TK-CAT-Ea a été contruit en clonant le
fragment de 460 pb, contenant l'enhancer a, dans son orientation génomique normale en aval du
géne CAT dans le vecteur pBLCATS (Plaza et al., 1995a). Les vecteurs TK-CAT-DF1x3, TK-
CAT-DF2x3, TK-CAT-DF3x4 et TK-CAT-DF4x3 ont été réalisés en clonant les boites: DF1
multimérisée 3 fois, DF2 multimérisée 3 fois, DF3 multimérisée 4 fois et DF4 multimérisée 3
fois, en aval du géne CAT dans le vecteur pPBLCATS (Plaza et al., 1995a). Le vecteur pPHPO a
été construit en clonant le fragment de 870 pb Pstl-HindIIl d'ADN génomique du geéne pax6
(contenant l'enhancer spécifique du cristallin (Dimanlig et al., 2001)) dans le vecteur PO-CAT en
amont de PO (Plaza et al., 1999c). Les vecteurs POHDmutl, POHDmut2, POHDmut3,
POHDmutlmut3 et POHDmut2mut3 ont été réalisés par mutagénése dirigée en utilisant le kit:
QuickChange Site-Directed Mutagenesis de STRATAGENE, le vecteur POHD-CAT comme
matrice et les oligonucléotides suivants: mutlsens, 5'GCCTGGCCCCGGGCGGGGGCC
GTAACGTAAGTGCCGTCGGGGCGGGCGGCGGCCG3'; mutlantisens; S'CGGCCGCCGCC
CGCCCCGACGGCACTTACGTTACGGCCCCCGCCCGGGGCCAGGC3'; mut2sens, S'CTCA
TTAGCTAAGTACTGTCCGCCGGGGCGCCACCGGGGCGGCCCAGCCAATGGG3; mut2
antisens, 5'CCCATTGGCTGGGCCGCCCCGGTGGCGCCCCGGCGGACAGTACTTAGCTA
ATGAG3'; mut3sens, 5’GCAGCACCCCTCTTTTATTATAATTTACATTTCTAGAGGATCCG
G3'; mut3antisens, S'CCGGATCCTCTAGAAATGTAAATTATAATAAAAGAGGGGTGCTG
C3.

b. Culture cellulaire, transfections et tests des activités CAT et 3-galactosidase

Les cellules BHK21 (Baby Hamster Kidney) sont cultivées avec du milieu de culture
DMEM-F12 (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium F12) avec 10% de sérum de veau feetal, 1%
d’une solution de vitamines 100 fois concentrée. Ces cellules sont transfectées, lorsqu’elles sont
a 60% de confluence (24H apres division), avec du polyéthyléne imine (PEI, EX GEN 500 de
Euromedex) selon les instructions du fabricant. La quantité¢ totale d’ADN transfectée est
normalisée a 2pg par ajout d’ADN du vecteur d’expression vide (pcDNA3 ou pEF-BOS). 10ng

de vecteur pcDNA3-lacZ sont cotransfectés afin de normaliser les tests CAT. Les tests d’activités
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enzymatiques sont réalisés sur les lysats cellulaires 48h apres transfection. Le dosage de I’activité
[-galactosidase est réalis¢ par un test chimioluminescent (Kit Galacto-Star de Applied
Biosystems) selon les instructions du fabricant et la lecture des résultats se fait avec un
chimioluminomeétre. Les tests d’activité CAT (Chloramphénicol Acétyl Transférase) sont réalisés
selon la méthode décrite par Serge Plaza (Plaza et al., 1993). Les cellules de neurorétine de caille,
disséquées a 8 jours de développement embryonnaire, sont cultivées dans le méme milieu que les
cellules BHK21, avec I’ajout de conalbumine a 10pug/ml. Ces cellules sont transfectées 24h apres
ensemencement par la méthode du précipité de phosphate de calcium (Plaza et al., 1993). La
quantité totale d’ADN transfecté est normalisée a 20ug par ajout de vecteurs d’expression vides.

100ng de vecteur pcDNA3-lacZ sont cotransfectés afin de normaliser les tests CAT.

3. Résultats

Régulation des promoteurs PO et P1 de pax6 par les membres de la famille Maf

Afin de tester, si les facteurs de transcription Mafs peuvent réguler I’expression de pax6,
nous avons réalisé des expériences de cotransfection dans les cellules BHK21. Pour cela, nous
avons cotransfecté des vecteurs dans lesquels 1’expression du géne rapporteur est sous le contrdle
des promoteurs PO ou P1 (figure 23) de pax6, avec des vecteurs d’expression de MafA et MafB

dans un premier temps.

N N
(S |

X A N N
PO-CAT P1-CAT

Figure 23 : Structure partielle du géne pax6, localisation des promoteurs P0 et P1. Les promoteurs de pax6 sont
localisés : devant I’exon 0 pour PO et I’exon 1 pour P1. PO-CAT correspond a I’insertion d’un fragment Xbal-
Asp718 d’environ 1,5 kb d’ADN génomique correspondant au promoteur PO dans le vecteur rapporteur pBL-CATS
(Plaza et al., 1993), P1-CAT correspond a I’insertion d’un fragment Notl-Notl d’environ 1 kb d’ADN génomique
correspondant au promoteur P1 dans le vecteur rapporteur pBL-CAT6 (Plaza et al., 1995b). A, Asp718; N, Notl; X,
Xbal. Les rectangles noirs numérotés correspondent aux exons, le rectangle bleu correspond a 1’enhancer a. Les
fleches représentent les points d’initiation de la transcription des ARN messagers.

Lorsque I’on cotransfecte un vecteur codant MafA avec PO ou P1 on observe une

augmentation de 1’activité CAT de 10 fois pour PO et de 4 fois pour P1 (figures 24A ; pistes 1-4
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et 24B ; pistes 1-4), de plus cette augmentation varie en fonction de la quantité de vecteur
d’expression transfectée. Ce qui suggere que MafA peut activer I’expression de pax6 a partir de
PO et P1, avec une efficacité supérieure pour PO, et ce de manieére dose dépendante. A 1’opposé,
quand on cotransfecte MafB avec PO ou P1, on n’observe pas d’augmentation d’activité CAT
(figures 24A ; pistes 5-7 et 24B; pistes 5-7) et ce quelle que soit la quantit¢ de vecteur
d’expression MafB transfecté, mais plutét une repression. Ce qui suggere que les différents
membres des facteurs de transcription Maf (les grands Maf) ne vont pas réguler I’expression de
pax6 de la méme fagon. Enfin, si I’on cotransfecte MafA et MafB avec les promoteurs de pax6,
on observe une légeére diminution de I’effet de MafA, ceci étant compatible avec la possibilité

que MafB puisse étre un répresseur (figures 24A ; pistes 3,6,8 et 24B ; pistes 3,6,8).

Dans un deuxiéme temps, les mémes expériences de cotransfection ont été réalisées avec
v-Maf, géne viral dont I’original cellulaire est c-Maf. v-Maf ne différe de c-Maf que par un acide
aminé dans le domaine de liaison a I’ADN, et cette différence ne modifie en rien la capacité
transactivatrice de v-Maf par rapport a c-Maf. De plus, nous disposons d’un mutant ponctuel de
v-Maf, dans lequel une substitution R22E a été effectué¢e dans le domaine basique de liaison a
I’ADN de v-Maf et qui rend la protéine ainsi mutée incapable de se lier a I’ADN et donc de
transactiver un gene cible.

Lorsque I’on cotransfecte v-Maf avec PO ou P1, on observe une augmentation de
I’activité CAT de 5 fois pour PO et de 4 fois pour P1 (figure 25 pistes 1-3, 6-8), ce qui suggere
que v-Maf peut activer I’expression de pax6 a partir de PO et de P1 tout comme MafA. En
revanche, la cotransfection du mutant v-Maf-R22E, qui n’est plus capable de se lier a I’ADN,
avec les promoteurs de pax6 ne fait pas varier 1’activité CAT de ces derniers (figure 25 pistes 4-5
et 9-10) ce qui suggere que la régulation des promoteurs PO et P1 par v-Maf nécessite la fixation
a I’ADN de celui-ci. De plus, le fait que v-Maf ne différe de c-Maf que par un acide aminé laisse

supposer que c-Maf pourrait réguler I’expression de pax6.

Par la suite, nous nous sommes limités a utiliser MafA dans les expériences de
cotransfection. MafA ayant un effet activateur plus important sur PO que sur P1, nous nous
sommes attachés a caractériser cet effet sur PO et a définir la région de PO qui médie 1’activation
par MafA. Au laboratoire, nous disposons de différentes constructions de PO, avec des délétions
des régions en 5’ ou en 3’ du promoteur PO. POHA correspond au promoteur PO délété en 5’
d’environ 900pb et POHD correspond au promoteur PO délété¢ en 5° d’environ 900pb et en 3’
d’environ 100pb (figure 26A). Le site d’initiation de I’ARN se situe 23 nucléotides en

© 2004 Tous droits réservés. http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine


http://bibliotheques.univ-lille1.fr/grisemine

12

Thése de Vincent Dolez, Lille 1, 2004

80

10 A

Taux d’induction

]

PO-CAT 50 ng
pEF-BOS-MafA ng
pEF-BOS-MafB ng

4,5

Co+ e L

3,5

Taux d’induction 2.5

1,5 1

0,5 |

P1-CAT 100 ng
pEF-BOS-MafA ng
pEF-BOS-MafB ng

+

[ [

M
7 8
+ +
- 500
1000 500
[
7 8
+ +
- 500
1000 500

Figure 24 : Régulation des promoteurs PO et P1 par les facteurs de transcription MafA et MafB. A, Des
cellules BHK21 ont été cotransfectées transitoirement avec 50 ng de plasmide pP0-CATS5, 10 ng de vecteur
pCDNA3-lacZ, des gammes croissantes (100, 500 et 1000 ng) de plasmides pEF-BOS-MafA ou pEF-BOS-MafB et
avec 500 ng des plasmides pEF-BOS-MafA et pEF-BOS-MafB. Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant par
ajout de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT normalisées par rapport a I’activité (-galactosidase. B, Des
cellules BHK21 ont été cotransfectées transitoirement avec 100 ng de plasmide pP1-CAT6, 10 ng de vecteur
pCDNA3-lacZ, des gammes croissantes (100, 500 et 1000 ng) de plasmides pEF-BOS-MafA ou pEF-BOS-MafB et
avec 500 ng des plasmides pEF-BOS-MafA et pEF-BOS-MafB. Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant par
ajout de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT normalisées par rapport a I’activité B-galactosidase.
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Figure 25: Régulation des promoteurs PO et P1 par v-Maf. Des cellules BHK21 ont été¢ cotransfectées
transitoirement avec 50 ng de plasmide pP0O-CATS (pistes 1 a 5) ou pP1-CAT6 (pistes 6 a 10), 10 ng de vecteur
pCDNA3-lacZ, 100 ng de plasmide pEF-BOS-vMaf (pistes 2 et 7), 500 ng de plasmide pEF-BOS-vMaf (pistes 3 et
8), 100 ng de plasmide pEF-BOS-vMafR22E (pistes 4 et 9), 500 ng de plasmide pEF-BOS-vMafR22E (pistes 5 et
10). Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant par ajout de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT
normalisées par rapport a ’activité B-galactosidase.
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amont du site Dral (Plaza et al., 1993). Lorsque I’on cotransfecte un vecteur codant MafA avec
PO, POHA ou POHD, on observe une activation de la transcription équivalente avec ces trois
constructions (figure 26B). Ceci suggére que la région d’environ 500pb contenue dans la

construction POHD médie a elle seule la régulation de I’expression par MafA au niveau de PO.

A
X H DA
P0-CAT | | LI caT
H DA
POHA-CAT CAT
H D
POHD-CAT CAT
B
8
7 - ==
6 - o .
5 ™ — e
Taux d’induction  , |
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2
1 4
o LI [ i
1 2 3 4 5 6 7 8 9
PO-CAT + + + - - - - - -
POHA-CAT - - - + + + - - -
POHD-CAT - - - - - . ¥ + +
pEF-BOS-MafA - + + - + + - + +

Figure 26 : Activation du promoteur PO de pax6 par MafA. A4, structure des constructions CAT délétées. La
construction PO-CAT correspond a I’insertion d’un fragment Xbal-Asp718 de 1,5 kb d’ADN génomique de pax6 en
amont du géne CAT dans le vecteur pPBLCATS, POHA-CAT correspond a I’insertion du fragment HincII-Asp718 de
594 pb (délété en 5° de 919 pb) en amont du géne CAT dans le vecteur pBLCATS, POHD-CAT correspond a
I’insertion du fragment HinclI-Dral de 494 pb (délété en 5° de 919 pb et en 3° de 100 pb) en amont du gene CAT
dans le vecteur pBLCATS (Plaza et al., 1993). A, Asp718; D, Dral; H, Hincll; X, Xbal. B, Des cellules BHK21 ont
été cotransfectées transitoirement avec 50 ng de plasmide pPO-CATS (pistes 1 a 3) ou 50 ng de plasmide pPOHA-
CATS (pistes 4 a 6) ou 50 ng de plasmide pPOHD-CATS5 (pistes 7 a 9), 10 ng de vecteur pPCDNA3-lacZ, 500 ng de
plasmide pEF-BOS-MafA (pistes 2, 5 et 8), 1000 ng de plasmide pEF-BOS-MafA (pistes 3, 6 et 9). Le taux d’ADN
transfecté est maintenu constant par ajout de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT normalisées par rapport a
I’activité B-galactosidase.

Afin d'étudier l'effet d'éventuels cofacteurssur la régulation par MafA, nous avons
effectu¢ des cotransfections avec des mutants de MafA. Pour cela, nous disposons de deux
mutants, un mutant ponctuel appelé MafA-LZ dont les leucines 2 et 4 du Leucine Zipper ont été
remplacées par des prolines (L2PL4P) conduisant a 1’absence de formation des homodimeres de

MafA et donc a I’absence de liaison a I’ADN, le deuxiéme mutant appelé AMafA correspond a
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une délétion des 172 premiers acides aminés amputant ainsi MafA de son domaine acide de
transactivation et rendant la protéine AmafA incapable de transactiver un geéne cible (Benkhelifa
et al., 1998).

Lorsque I’on cotransfecte POHD, qui est le promoteur PO le plus court répondant a MafA
(figure 26A et figure 27 pistes 2et 3), avec un vecteur codant AMafA on n'observe pas
d’activation de la transcription (figure 27 pistes 1, 4 et 5) comparé¢ a celle observée avec un
vecteur codant MafA (figure 27 pistes 1, 2 et 3) ce qui suggere que la protéine MafA transactive
directement P0. Toutefois, quand on cotransfecte POHD avec un vecteur codant le mutant MafA-
LZ, qui ne peut plus se dimériser et donc se lier a I’ADN, on observe encore une transactivation
du promoteur (figure 27 pistes 1, 6 et 7) mais cette transactivation est moins importante que celle
observée avec la protéine MafA normale (figure 27 pistes 1, 2 et 3) ce qui suggere que MafA doit

se fixer directement a I’ADN POHD pour activer la transcription a partir de PO.

40
35 -
30 ~
=
25
Activité CAT 20 -
15
10 A
L[
0 1 5
1 2 3 4 5 6 7
POHD-CAT + + + + + + T
pcDNA3-MafA - + + - - - -
pcDNA3-AmafA - - - + + - -
pcDNA3-MafA-LZ - - - - - + +

Figure 27 : Analyse des mutants de MafA sur le promoteur P0. Des cellules BHK21 ont été cotransfectées
transitoirement avec 50 ng de plasmide pPOHD-CATS (pistes 1 a 7), 10 ng de vecteur pCDNA3-lacZ, 500 ng ou
1000 ng de plasmide pcDNA3-MafA (pistes 2 et 3), 500 ou 1000 ng de plasmide p cDNA3-AMafA (pistes 4 et 5) et
avec 500 ou 1000 ng de plasmide pcDNA3-MafA-LZ (pistes 6 et 7).Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant
par ajout de vecteur pcDNA3 vide et les activités CAT normalisées par rapport a I’activité 3-galactosidase.
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A partir de ces résultats, nous nous sommes interrogés sur 1’existence de sites de fixation
pour MafA dans la séquence du promoteur PO qui nous permettraient de confirmer une régulation
directe. La recherche de sites potentiels de fixation pour MafA dans PO montre que 1’on ne trouve
pas de site consensus strict, en revanche on trouve des hémi-sites et un site palindromique de
type CRE qui peuvent étre reconnus par les protéines Maf (Kataoka et al., 1994b) (Kerppola and
Curran, 1994). Ainsi dans PO on trouve 5 hémi-sites et un site de type CRE (site 2) comme on
peut le voir sur la figure 6. il est intéressant de noter que le site 3 contient en fait deux hémi-sites
en miroir. Trois de ces sites se situent dans la région correspondant a la construction POHD (entre
les sites de restriction Hincll et Dral) ce qui suggere que les trois autres sites situés en 5’ de cette
région ne soient pas impliqués dans la régulation par MafA. En effet la délétion de la région 5’
contenant ces trois sites ne modifie pas la transactivation par MafA dans les expériences de
cotransfection (figure 26). J’ai donc entrepris de muter les trois sites contenus dans POHD (sites
1, 2 et 3) par mutagenese dirigée. Les mutations introduites ont été choisies de maniere a
déstructurer la séquence des sites pour que MafA ne les reconnaisse plus (figure 28). Plusieurs
constructions ont été réalisées, tout d’abord un seul site a ét¢ muté a la fois ce qui donne les
constructions : POHDmutl, POHDmut2 et POHDmut3 ; puis des combinaisons avec plusieurs
sites mutés : POHDmutImut3 et POHDmut2mut3 (figure 28). Toutes les constructions ont été
vérifiées par séquengage.

Lorsque 1’on cotransfecte POHDmutl avec MafA, on n'observe pas de diminution de la
transactivation par MafA du promoteur muté par rapport au promoteur sauvage (figure 29 pistes
1 a4et5 a8, on observe méme une transactivation par MafA du promoteur mutant 2 fois
supérieure a celle du promoteur sauvage. Ce qui suggere que la mutation introduite dans le site 1
n’abolit pas la fixation de MafA au niveau de ce site, voire augmente ’affinité de celui-ci pour ce
site. De la méme facon, quand on cotransfecte POHDmut2 avec MafA, on observe les mémes
résultats que précédemment avec POHDmutl (figure 29 pistes 9 a 12). Par contre, lorsqu'on
cotransfecte POHDmut3 avec MafA, on observe une diminution de la transactivation par celui-ci
d’un facteur 2 par rapport a la transactivation observée avec le promoteur sauvage (figure 29
pistes 1 a4 et 13 a 16). Ce résultat suggere que le site 3 est nécessaire pour la réponse a MafA du
promoteur PO, mais le fait que la mutation de ce site n’abolisse pas complétement la réponse
laisse supposer que ce site n’est pas seul responsable de la réponse a MafA du promoteur PO.
Enfin, quand on cotransfecte les promoteurs mutés dans deux des trois sites : POHDmut1mut3 et
POHDmut2mut3, avec MafA, on observe une diminution de la transactivation de ces promoteurs
d’un facteur 2 a 3 par rapport a celle observée pour les promoteurs sauvages pour le site 3 (figure

29 pistes 1 a4, 17 a20 et 21 a 24).
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Xbal

TCTAGAGGGTTTCCTTCAGGTTACACCGTTTCCCGCAGCGGTCCCGGCCCCGCAGCCCGCACATCGCCGCAGTAA
ACAAGCGGTTCTGATGTGCTTATTATTATTGCTCAAGTTCTGCTTGGGTAGAGAATTAACGCTCATTATTACACC
GCGTGCCGCGGATCGCCCCATCCCTGAGAGCTCGGGGCTTCGGGGCACCTCGGGAAGGGGATTAAAAGAAAGAGC
AACTCCTCGTCGCGGTGGAAATCGAAGACGTACAGAGTTTATCAGCGTGCAACGCTCAACGGAGCAACACCCGGA
GGGGGCACGGGGGTTCTCGCGCCCATCGCCCAAACACGGGCACACCAGGGACACCCCACGCGGGGCAATGGGGEG
CAGAGCTCAGGCTGCCCCGCGTGCTTCGGGAGCATCGCTTTGCAGCTTCCCCCCTCCCTTATCCTATTTATTTTT
ATTATTTTTATTATTATTATTTTCCTGCGGCCTCTACGGCGCTCCTCAGGCACACGCGGCCCGCTCTCTTCCTCC
TCCTCTCGCACCACTCCGCTCGGCTCGGATTTTTCCGAGGAGATAAAAGCGCAAACAGAGCGCGGCGGTGCTGCG
AGGGCACCGTGTGCCCGGCCGAGCGCTCCGCTTTACGCCTCAGCAGCTTCTGGAGAGCGGCACGGCGCGGGGLGG
CAGCACCTGGCCCTGCTGCGGGAGCCGTCTCCCGCTGCTGACAGGCGGATAAACGGGCTGGAGCCTCGGCGATCC
CGTCTCTCCCCTCCCTCGAGGGCCCCGCCGGGTCGCGGGGTCCTCGGCCCCTTCGTGTCAGCGGCTCACGGCCGC
AGCCCGGGGCCGGGGTCACCCCGCGGGGCCGTACCTCGAGGGGGCGGCGGCGGGACGGGCCTCGCAGCCCCCCCG

Hincll
GCTCATCGGCAGCTCCGTTAACACCGAGTACAGTCCCACAGAGCAGCAGGGCCGGTGAGGGGGGGGGGTGCCTCT
GTGGCCGTACGTTCGTTACCCTCCGACACGTGAGCGCCGGTCGTAGCCCCTCTCTGCGGGCGGGGACCCACGTCG
GGGCCGGGCACGGCTGCCACAGCCCTAAACGTGGGCCCGGGACGAAGCAGAGCGGGGCGGGGTAGAGCCGTCGGG
GACGAGGGGTAACCCAGGAGGCCCCGTCGGACGGGGTGAGGGGCAGCCGGTCCGGGGTAGGGGGGGGGCGGGGGC
Site 1
GATCCGGCAGCCTGGCCCCGGGCGGGGGCCGTGCCGTCAGTGCCGTCGGGGCGGGCGGCGGCCGGGCTCGTGTCG
Site 2
CCTAAAATGTCTCATTAGCTAAGTACTGTCCGCCGTGACGTCACCGGGGCGGCCCAGCCAATGGGGGAGGCGCTG
Site 3 Dral

GCGTGGATATTAAGGGAAAGTTAGTGCAAAGGCAGCACCCCTCTTTTATTGTCATTGACATTTAAACTGTGTGGC
AGGTTCCGGCGTAGGAATCGCCGAGCGGAGCCGCCAGGTGCCTCCTCGGGCCGCCGCGCCGCCGGACAGGTAACG

Asp718
GCCCCTCGGTACC
Site 1 GTGCCGTCAGTG

Site 1 mut¢ GTAACGTAAGTG

Site 2 CCGTGACGTCAC
Site 2 mut¢ CCGGGGCGCCAC

Site 3 TTGTCATTGACA
Site 3mut¢ TTATAATTTACA

consensus TRE TGCTGACTCAGCA

consensus CRE TGCTGACGTCAGCA

Figure 28 : Séquence du promoteur PO de pax6. Séquence du fragment d’ADN génomique Xbal-Asp718
d’environ 1,5 Kpb correspondant au promoteur PO. Les séquences soulignées correspondent aux sites enzymatiques
utilisés pour réaliser les constructions rapportrices de PO et les constructions délétées de PO (POHD et POHA). Les
séquences en bleu correspondent a des hémi-sites ou des sites potentiels de type CRE. Les sites 1, 2 et 3 sont les sites
contenus dans POHD qui est activé par MafA. Seul le site 2 est un site palindromique, les sites 1 et 3 sont des hémi-
sites. Les nucléotides rouges correspondent aux mutations introduites dans les sites potentiels.
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Figure 29 : Régulation par MafA des promoteurs mutés dans les sites AP1. Des cellules BHK21 ont été
cotransfectées transitoirement avec 50 ng de plasmide pPOHD-CATS (pistes 1a 4) ou 50 ng de pPOHDmut!1 (pistes 5
a 8) ou 50 ng de pPOHDmut2 (pistes 9 a 12) ou 50 ng de pPOHDmut3 (pistes 13 a 16) ou 50 ng de pPOHDmut1mut3
(pistes 17 a 20) ou pPOHDmut2mut3 (pistes 21 a 24), 10 ng de vecteur pPCDNA3-lacZ, 100 ng de plasmide pEF-
BOS-MafA (pistes 2, 6, 10, 14, 18 et 22), 500 ng de plasmide pEF-BOS-MafA (pistes 3, 7, 11, 15, 19 et 23), 1000
ng de plasmide pEF-BOS-MafA (pistes 4, 8, 12, 16, 20 et 24). Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant par
ajout de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT normalisées par rapport a I’activité B-galactosidase.

Ces résultats confirment donc 1’importance du site 3 dans la réponse du promoteur PO a

I’activation par MafA.

Régulation des enhancer de pax6 par MafA

Le promoteur PO de pax6 étant sous le controle de plusieurs enhancers, il est 1égitime de
se demander si MafA peut également réguler I’expression de pax6 par PO via ces enhancers.
Nous nous sommes en premier lieu intéressés a I’enhancer a, car cet enhancer qui contrdle
I’expression de pax6 est spécifique de PO et de la neurorétine. Afin de tester I’effet de MafA sur
I’enhancer a dans le contexte génomique, nous avons tout d’abord utilis¢ deux constructions
appelées pHP et pHE. pHP correspond a I’insertion dans le vecteur pBLCAT6 d’un fragment
d’ADN génomique de 9,5 kb contenant les promoteurs PO, P1 et I’enhancer a; alors que pHE
correspond au fragment de pHP amputé des 500 pb contenant cet enhancer (figure 30A)(Plaza et

al., 1995a). L enhancer a étant spécifique de la neurorétine, les expériences de cotransfection ont
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¢été effectuées dans des cellules de neurorétine d’embryons de caille (QNR) mises en cultures a 8
jours de développement.

Quand on cotransfecte pHP ou pHE avec un vecteur codant MafA dans les QNR, on
observe tout d’abord que les activités basales des deux constructions sont trés différentes (figure
30B pistes 1 et 5). En effet, pHP a une activité basale 50 fois supérieure a pHE due a la présence
de I’enhancer o (Plaza et al., 1995a). Lorsque MafA est exprimé, on observe une chute de
I’activité CAT de pHP de plus de 60% (figure 30B pistes 1 a 4), alors que 1’activité CAT de pHE
ne chute pas, mais augmente d’un facteur 2 (figure 30B pistes 5 a 8). Ces résultats suggeérent que
MafA, bien qu’il active la transcription a partir de PO, pourrait jouer un rdéle inhibiteur sur

I’enhancer ..
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Figure 30 : Effet de MafA sur ’enhancer a. A, Séquence partielle du géne pax6 avec ses exons représentés en
rectangles noirs. La position des sites de restriction des enzymes HindIII (H), Pstl (P) et EcoRV (E) utilisés pour
générer les constructions rapportrices est indiquée. Les constructions pHP et pHE-CAT contiennent respectivement
un fragment de 9,5 kb (HindIII-Pstl) et un fragment de 9 kb (HindIII-EcoRV) d'ADN génomique cloné en amont du
géne CAT dans le vecteur pPBLCAT6 (Plaza et al., 1995a). B, Des cellules de neurorétine de caille disséquées a ES et
mises en culture ont été cotransfectées transitoirement avec 10 pg de vecteur pHP-CAT (pistes 1 a 4) ou 10 pg de
vecteur pHE-CAT (pistes 5 a 8), 100 ng de vecteur pcDNA3-lacZ, 3 pg de vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 2 et 6), 5
png de vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 3 et 7), 7 ug de vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 4 et 8). Le taux d’ADN
transfecté est maintenu constant par ajout de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT normalisées par rapport a
I’activité B-galactosidase.

Afin de confirmer cette observation nous avons utilisé en cotransfection avec un vecteur

codant MafA des vecteurs rapporteurs dans lesquels ont été insérés en position enhancer soit
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I’enhancer a, soit les différentes boites DF1, DF2, DF3 et DF4 multimérisées (Plaza et al.,
1995a). Ces vecteurs ont leur géne rapporteur CAT sous le contrdle du promoteur thymidine
kinase (TK) dont on sait qu’il est, comme PO, activé par ’enhancer o (Plaza et al., 1995a).

On observe que le vecteur rapporteur vide (TK-CAT) a une activité basale tres basse et que
son activité varie trés peu en présence de MafA (figure 31 pistes 1 a 5), donc MafA ne régule pas
le promoteur thymidine kinase. Par contre, le vecteur TK-CAT-Ea, présente une activité basale 20
fois supérieure au vecteur TK-CAT (figure 31 pistes 1 et 6), ce qui traduit I’activité de 1I’enhancer
o dans les cellules de neurorétine. Quand on exprime MafA avec ce vecteur on observe une perte
de I’activit¢ CAT d’environ 50% (figure 31 pistes 6 a 10), ce qui montre que MafA peut inhiber
en partie ’activité de I’enhancer a. MafA inhibant ’enhancer a, nous avons cherché a savoir
quelles régions de I’enhancer pouvaient étre responsables de cet effet. Pour cela, nous avons
cotransfect¢ MafA avec les vecteurs rapporteurs contenant les différentes boites : DF1, DF2, DF3
et DF4 multimérisées. On observe, en premier lieu, comme cela avait ét¢é montré (Plaza et al.,
1995a), que seule la construction contenant DF4 multimérisé¢ x3 a une activité basale proche de
celle de I’enhancer complet, bien qu’ici cette activité soit deux fois inférieure a celle de 1’enhancer
(figure 31 pistes 6, 11, 16, 21 et 26). Quand on cotransfecte MafA avec les différentes
constructions (DF1, DF2, DF3 et DF4), on observe une augmentation de I’activité de la boite DF1
et cette augmentation dépend de la quantit¢ de MafA cotransfectée (figure 31 pistes 11 a 15). En
effet, on observe une augmentation d’un facteur 2,5 a 17 en fonction de la quantit¢ de MafA
cotransfectée. En revanche, pour les boites DF2 et DF3, excepté pour la plus grande quantité de
MafA cotransfectée (augmentation de 4 fois et de 5 fois de ’activité CAT pour respectivement
DF2 et DF3) on n'observe pas ou peu d’augmentation de 1’activit¢ CAT (figure 31 pistes 16 a 20
et 21 a 25). Enfin, quand on cotransfecte la construction contenant DF4 avec une dose croissante
de MafA on observe une diminution de I’activité CAT jusqu’a 50% par rapport a 1’activité basale
(figure 31 pistes 26 a 30). Ces résultats montrent que MafA peut inhiber I’activité de I’enhancer a
dans différents contextes nucléotidiques et que cette inhibition est médiée par la boite DF4.
Cependant, il est intéressant de noter que MafA peut activer la transcription a partir de DF1, bien
que cet effet activateur soit completement masqué dans 1’enhancer o par I’effet inhibiteur de
MafA via DF4. On peut ainsi imaginer que, selon l'environnement transcriptionnel, un membre de

la famille Maf puisse quand méme activer pax6 par I’intermédiaire de I’enhancer a.
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Figure 31 : Role des différentes régions de ’enhancer o dans la régulation par MafA. Des cellules de
neurorétine de caille disséquées a E8 et mises en culture ont été cotransfectées transitoirement avec 10 pg
de vecteur TK-CAT (pistes 1 a 5) ou 10 pg de vecteur TK-CAT-Eal (pistes 6 a 10) ou 10 pg de vecteur TK-
CAT-DF1x3 (pistes 11 a 15) ou 10 pg de vecteur TK-CAT-DF2x3 (pistes 16 a 20) ou 10 pg de vecteur
TK-CAT-DF3x4 (pistes 21 a 25) ou 10 pg de vecteur TK-CAT-DF4x3 (pistes 26 a 30), 100 ng de vecteur
pcDNA3-lacZ, 1 pg de vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 2, 7, 12, 17, 22 et 27), 2 pg de vecteur pEF-BOS-
MafA (pistes 3, 8, 13, 18, 23 et 28), 4 ug de vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 4, 9, 14, 19, 24 et 29), 8 ug de
vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 5, 10, 15, 20, 25 et 30). Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant a
’aide de vecteur pEF-BOS vide et les activités CAT normalisées par rapport a I’activité B-galactosidase.

Le promoteur PO est non seulement sous le contréle de I’enhancer a qui est un enhancer
spécifique de la neurorétine (Kammandel et al., 1999; Plaza et al., 1995a), mais il est aussi sous
le contrdle d’autres enhancers situés en amont (Kammandel et al., 1999; Plaza et al., 1999c¢).
L’enhancer 5’ le plus proche de PO nous intéresse tout particulierement puisqu’il est spécifique
du cristallin (Ashery-Padan et al., 2000; Dimanlig et al., 2001; Kammandel et al., 1999; Williams
et al., 1998), or les génes des grands Maf y sont exprimés et jouent un role important dans le
développement du cristallin. Au laboratoire, cet enhancer a été isolé¢ chez la caille et il a été
montré que cet enhancer se comporte comme I’enhancer a lorsqu’il est transfecté¢ dans des
cellules de neurorétine de caille en culture (Plaza et al., 1999c). Nous avons donc regardé¢ 1’effet
de Maf sur cet enhancer en cotransfection dans les cellules de neurorétine. Nous avons pour cela
utilisé le vecteur rapporteur PO-CAT déja utilisé précédemment et le vecteur pPHPO-CAT dans
lequel nous avons inséré en amont du promoteur PO le fragment Pstl-HindIIl de 870 pb
correspondant a I’enhancer (Plaza et al., 1999c).

Quand on transfecte les cellules de neurorétine avec les vecteurs rapporteurs seuls, on
observe que le vecteur pPHPO-CAT présente une activité 6 fois supérieure a celle de PO-CAT
(figure 32 pistes 1 et 10) ce qui montre bien 1’activité enhancer du fragment Pstl-HindIII sur le

promoteur PO comme cela a déja été montré (Plaza et al., 1999c). Lorsque I’on cotransfecte PO-
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CAT avec MafA ou Nrl on observe une augmentation de D’activit¢ CAT respectivement
d’environ un facteur 20 et un facteur 12 (figure 32 pistes 1 a 3). Ceci d’une part confirme 1’effet
activateur de MafA sur le promoteur PO observé dans les cellules BHK21 mais cette fois dans un
contexte neurorétine, et d’autre part montre que Nrl, un autre membre de la famille Maf, a aussi
le méme effet. La méme cotransfection réalisée cette fois avec le vecteur pPHPO-CAT, on
observe (comme avec PO-CAT) une augmentation de I’activit¢ CAT d’un facteur 2 avec MafA et
d’un facteur 2,5 avec Nrl (figure 32 pistes 10 a 12). Ces résultats suggerent que MafA et Nrl
peuvent activer PO via I’enhancer spécifique du cristallin dans les cellules de neurorétine de
caille. Nous avons aussi testé 1’effet des facteurs de transcription Otx, une synergie ayant déja été
décrite entre Crx et Nrl dans 1°activation du promoteur de la rhodopsine (Mitton et al., 2000).
Lorsque ’on cotransfecte Otx2 ou Crx, avec PO-CAT on observe une augmentation de ’activité
CAT respectivement d’un facteur 12 et d’un facteur 14 (figure 32 pistes 1, 4 et 5). Ce qui suggere
qu’Otx2 et Crx pourraient activer la transcription de pax6 a partir de PO. Si on cotransfecte
maintenant Otx2 et Crx avec pPHPO-CAT on observe une augmentation de 1’activit¢ CAT
respectivement d’environ un facteur 4 et un facteur 2 (figure 10 pistes 10, 13 et 14). Ces résultat
suggerent que Otx2 et Crx comme MafA et Nrl pourraient activer PO via cet enhancer. Toujours
en réalisant des cotransfections, nous avons testé des combinaisons MafA plus Otx2 ou Crx et
Nrl plus Otx2 ou Crx afin de voir si ces facteurs de transcription peuvent coopérer a la régulation
de I’expression de pax6 a partir de PO et de I’enhancer. Lorsque 1’on cotransfecte MafA avec
Otx2 ou Crx et PO-CAT, on observe une augmentation de I’activité CAT respectivement d’un
facteur 37 et d’un facteur 30 (figure 32 pistes 1, 6 et 7), ce qui suggeére que MafA pourrait
coopérer avec Otx2 ou Crx pour activer PO. Quand on fait la méme expérience avec pPHPO-
CAT, on observe une augmentation de I’activit¢ CAT d’un facteur 10 pour MafA avec Otx2 et
d’un facteur 5 pour MafA avec Crx (figure 32 pistes 10, 15 et 16). Ces résultats suggerent que
MafA pourrait coopérer avec Otx2 ou Crx pour activer la transcription a partir de PO via cet
enhancer. Lorsque 1’on cotransfecte maintenant Nrl avec Otx2 ou Crx et PO-CAT, on observe
une augmentation de 1’activité CAT respectivement d’un facteur 14 et d’un facteur 25 (figure 32
pistes 1, 8 et 9), ce qui suggere que Nrl pourrait coopérer avec Crx pour activer PO et ne pas
coopérer avec Otx2. Quand on fait la méme expérience avec pPHPO-CAT, on observe une
augmentation de 1’activit¢ CAT d’un facteur 8 pour Nrl avec Otx2 et d’un facteur 3 pour Nrl
avec Crx (figure 32 pistes 10, 17 et 18). Ces résultats suggerent que Nrl pourrait coopérer avec

Otx2 ou Crx pour activer la transcription a partir de PO via cet enhancer.
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Figure 32 : Régulation de I’enhancer spécifique du cristallin par Maf et Otx. Des cellules de
neurorétine de caille disséquées a E8 et mises en culture ont été cotransfectées transitoirement avec 10 pg
de vecteur PO-CAT (pistes 1 2 9) ou 10 pg de vecteur pPHPO-CAT (pistes 10 a 18), 100 ng de vecteur
pcDNA3-lacZ, 4 pg de vecteur pEF-BOS-MafA (pistes 2 et 11), 4 ug de vecteur pVNC3-Nrl (pistes 3 et
12), 4 pg de vecteur pVNC3-Otx2 (pistes 4 et 13), 4 pg de vecteur pVNC3-Crx (pistes 5 et 14), 4 pug de
vecteur pEF-BOS-MafA et pVNC3-Otx2 (pistes 6 et 15), 4 ug de vecteur pEF-BOS-MafA et Crx (pistes 7
et 16), 4 ug de vecteur pVNC3-Nrl et pVNC3-Otx2 (pistes 8 et 17), 4 pg de vecteur pVNC3-Nrl et pVNC3-
Crx (pistes 9 et 18). Le taux d’ADN transfecté est maintenu constant par ajout de vecteur vide et les
activités CAT normalisées par rapport a I’activité B-galactosidase.

Suite a ces résultats nous avons testé I’effet de Otx2 sur ’enhancer a en cotransfectant
Otx2 avec les vecteurs rapporteurs pHP-CAT et pHE-CAT. Lorsque 1’on cotransfecte Otx2 avec
pHP-CAT on observe une diminution de I’activité CAT d’environ 85% (figure 33 pistes 1 a 4),
alors que lorsqu’on cotransfecte Otx2 avec pHE-CAT on observe une augmentation de I’activité
CAT d’environ un facteur 2 (figure 33 pistes 5 a 8). Ces résultats suggerent que Otx2, bien qu’il
active la transcription de pax6 a partir de PO et de I’enhancer du cristallin, puisse aussi inhiber la

transcription de pax6 a partir de I’enhancer o tout comme MafA.
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Figure 33 : Régulation de I’enhancer o par Otx2. Des cellules de neurorétine de caille disséquées a ES et
mises en culture ont été cotransfectées transitoirement avec 10 pg de vecteur PHP-CAT (pistes 1 a 4) ou 10
pg de vecteur pPHE-CAT (pistes 5 a 8), 100 ng de vecteur pcDNA3-lacZ, 3 pg de vecteur pVNC3-Otx2
(pistes 2 et 6), 5 pg de vecteur pVNC3-Otx2 (pistes 3 et 7), 7 pug de vecteur pVNC3-Otx2 (pistes 4 et 8). Le
taux d’ADN transfecté est maintenu constant par ajout de vecteur vide et les activités CAT normalisées par
rapport a I’activité 3-galactosidase.
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DISCUSSION

Les analyses génétiques et moléculaires ont montré que Mit#f a un role important dans le
développement des cellules produisant la mélanine : que ce soit les mélanocytes issus de la créte
neurale ou les cellules de la RPE (Goding, 2000). Des études génétiques récentes, ont quant a
elles mis en évidence que les génes Otx sont ¢galement impliqués dans le développement de la
RPE (Martinez-Morales et al., 2001). La subdivision du neuroépithélium de la vésicule optique
en neurorétine et en RPE a partir des mémes cellules progénitrices est un processus important du
développement de I’ceil. Ce processus est trés complexe et la facon dont les cellules progénitrices
acquicrent leur identité neurorétine ou RPE n’est pas encore complétement éclaircie. Cependant,
on sait que la régionalisation d’un certain nombre de facteurs de transcription, comme Mitf et
Otx2 qui sont initialement coexprimés dans toute la vésicule optique, est cruciale pour la
différentiation de la RPE. L’inactivation fonctionnelle de I’un ou 1’autre chez la souris conduit a
la perte d’identit¢ de la RPE qui est alors remplacée par une seconde neurorétine et a la perte
d’expression de I’autre géne (Bumsted and Barnstable, 2000; Martinez-Morales et al., 2001;
Nguyen and Arnheiter, 2000). Ceci suggere que ces deux genes, Mitf et Otx2, soient requis
ensemble pour le développement de la RPE.

Nous avons montré qu’Otx2 peut activer le programme moléculaire de différenciation et
de pigmentation de la RPE et qu’il peut interagir et coopérer pour cela avec Mitf.

Des expériences de gain de fonction avec des cellules de neurorétine de caille ont déja
permis de montrer que MitfM est suffisant pour induire un phénotype pigmenté dans les cultures
(Planque et al., 1999). Nous avons montré que MitfA (qui est la forme majoritaire de Mitf dans la
RPE) et Otx2 ont la méme capacité. Cette propriété a induire un phénotype pigmenté n’est pas
partagée par beaucoup de génes, en effet on observe aucune formation de foyer pigmenté lorsque
I’on transfecte des cellules de neurorétine en culture avec des génes comme : erbA, erbB, ras,
src, mil, fos, jun, ski ou EIA. De maniére tout a fait intéressante, certains foyers pigmentés
induits par Otx2 expriment Mitf et vice et versa, ce qui peut étre interprété comme une régulation
mutuelle de ces deux facteurs et nous en reparlerons un peu plus loin. Cependant, nous avons
aussi observe des foyers pigmentés induits par Otx2 qui n’expriment pas Mitf, suggérant qu’Otx2
seul soit capable d’induire les génes de la pigmentation in vitro. Les expériences de transfections
transitoires montrent qu’Otx2 est en effet capable d’activer les promoteurs de génes spécifiques
de la pigmentation : les geénes tyrosinase, trp-1 et ONR71. Cette activation se fait via une fixation
directe sur les promoteurs de ces genes. Il a ét¢ montré qu’Otx2 est un activateur de la

transcription et qu’il agit en tant que tel en se fixant & ’ADN au niveau d’une séquence
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consensus de type bicoide : TAATC(C/T) (Bobola et al., 1999; Kelley et al., 2000). Nos résultats
sont en accord avec ces études. En effet, les promoteurs des trois génes que nous avons utilisé
dans notre étude contiennent plusieurs copies de la séquence bicoide et I’interaction spécifique
d’Otx2 avec certains de ces sites a pu étre démontrée par les expériences de gel retard. De plus,
cette spécificité d’interaction est confirmée par 'utilisation d’un mutant d’Otx2 (Q50) qui est
muté dans ’homéodomaine et qui ne se fixe plus sur la séquence consensus bicoide (Pannese et
al., 1995) d’une part et d’autre part les mutations des séquences consensus bicoide dans le
promoteur du géne QNR7I suffisent a abolir la transactivation par Otx2. Otx2 active donc
directement les genes de la mélanogenése et ce, indépendamment de Mitf. En fait ’expression de
Mitf est transitoire dans la RPE, et ce gene s’éteint quand la différenciation pigmentaire est
¢tablie (Nakayama et al., 1998). Il est intéressant de noter que la morphologie épithéliale des
cellules constituant les foyers négatifs pour Mitf est différente de celle, dendritique, des cellules
composant les foyers positifs pour Mitf.

Cependant nous avons aussi observé une interaction entre Otx2 et Mitf. En effet, ces deux
facteurs interagissent physiquement via le domaine bHLH-LZ de Mitf et cette interaction conduit
a une activation synergique des promoteurs des génes tyrosinase et ONR71. Une interaction entre
le domaine bHLH-LZ de Mitf et Pax6 a déja été décrite dans le laboratoire. Cette interaction
conduit a ’inhibition de la fixation a ’ADN de Pax6 ainsi qu’a I’inhibition de la transactivation
par Pax6 (Planque et al., 2001b), suggérant que !’interaction synergique entre Mitf et Otx2 n’est
pas une propriété commune a toutes les protéines a homéodomaine.

D’autres exemples d’interaction entre facteurs de transcritpion a bHLH et homéodomaine
ont été rapportés. Dans le cas de Pitx (une protéine a homéodomaine de type bicoide) et Panl
(Poulin et al., 2000), I’interaction entre ces deux facteurs se traduit par la transactivation
synergique d’un promoteur cible. Les auteurs ont montré que la fixation a I’ADN de Pitx n’est
pas nécessaire pour I’activation synergique avec Panl. Les résultats de nos expériences de
transfections transitoires avec le promoteur ONR71 sont différents et suggérent que la fixation
d’Otx2 a I’ADN soit requise pour médier la coopération des deux facteurs. En effet, la mutation
des sites de fixation pour Otx2 abolit I’activation par Otx2 et la synergie avec Mitf sans affecter
I’activation par ce dernier. Alors que la mutation du site de fixation de Mitf abolit la
transactivation par ce dernier mais ne modifie pas 1’activation synergique du promoteur ONR71
par Otx2 et Mitf, indiquant que Mitf peut aussi contribuer a I’activation de ce promoteur en
interagissant avec Otx2.

Les recherches d’un super-complexe Otx2/Mitf en gel retard sur les promoteurs des génes

tyrosinase, trp-1 et ONR71 n’ont pas abouti. L’absence de mise en évidence d’un tel complexe
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dans nos expériences peut étre diie a I’instabilité du complexe protéique au cours de la migration
¢électrophorétique. In vivo, d’autres protéines peuvent contribuer a la formation d’un complexe
transcriptionnel. Ces protéines pourraient modifier la fixation a ’ADN d’Otx2 et Mitf soit en
stabilisant leur interaction soit en modifiant la structure de la région promotrice. Une étude
récente a montré que MitfM interagit avec LEF-1 (Lymphoid Enhancing Factor 1), un facteur de
transcription médiant la voie de signalisation Wnt. Cette coopération fonctionnelle conduit a la
transactivation synergique du promoteur du géne trp-2 (Yasumoto et al., 2002). Bien que LEF-1
ne soit pas exprimé dans la RPE, un autre membre de cette famille de facteurs de transcription :
TCF-1 a été détecté dans ce tissu et pourrait étre un candidat possible pour former un complexe
avec Mitf et Otx2.

Dans notre étude nous avons décrit deux sites conservés d’initiation de la transcription du
géne Otx2 de mammifeére que nous avons nommé TO et T1, T1 étant le site déja décrit (Simeone
et al., 1993). Nous avons aussi isolé des régions régulatrices de ces deux transcrits. La
transcription du nouveau transcrit TO est activé par Otx2 lui-méme (et dans une moindre mesure
par Otx1) ceci étant en accord avec 1’idée que ’expression d’Otx2 dépend d’une boucle
d’autorégulation (Gammill and Sive, 1997). Bien que I’analyse des souris invalidées pour mitf ou
otx2 et que les expériences de transfections stables que nous avons réalisé suggerent une possible
régulation croisée de I’expression entre mitf et otx2, nous n’avons pas pu montrer qu’une telle
régulation existait. Toutefois, nos résultats ne permettent pas non plus d’exclure cette possibilité,
qui pourrait mettre en jeu d’autres promoteurs ou d’autres enhancers. De plus, dans nos
expériences nous avons utilisé¢ le promoteur de mitf4 qui est une des formes de mitf les plus
abondantes dans la RPE, nous ne pouvons donc pas exclure que d’autres formes de mitf (avec
une préférence pour mitfD (Takeda et al., 2002)), qui sont sous le contrdle de promoteurs
distincts (Takeda et al., 2002; Udono et al., 2000), pourraient étre exprimées dans la RPE en
réponse a Otx2. Réciproquement, la régulation de 1’expression d’Otx2 par Mitf, si elle existe,
pourrait faire appel a d’autres régions régulatrices que celles que nous avons utilisées dans notre
¢tude. Il existe en effet un troisieme site d’initiation de la transcription du géne otx2 et donc un
troisiéme promoteur (Courtois et al., 2003). Enfin, on ne peut pas exclure que la régulation
croisée entre Otx2 et Mitf soit indirecte et fasse intervenir d’autres facteurs de transcription
intermédiaires.

Des expériences récentes de « knock-in » remplacant la séquence codante de Otx2 par
celle de Otx1 tout en gardant certaines séquences de régulations de Otx2 conduisent a la genése
de souris normales, suggérant que les différences entre Otx2 et Otxl sont plutot lies aux

différences dans leurs séquences de régulation que dans leur séquence protéique (Acampora et
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al., 2003). On peut donc se demander si les autres membres de la famille otx, otx! et crx, sont
capables eux aussi, in-vitro, d’induire un phénotype pigmenté.

Quelle peut étre I’importance de ces observations pour comprendre le développement
précoce des yeux ? Des travaux précédents du laboratoire ont montré que 1’interaction inhibitrice
entre Pax6 et Mitf pouvait expliquer la genése de la neurorétine dans la partie antérieure du
neuroépithélium de la vésicule optique. En effet, dans ces cellules soumises a ’influence de
FGF(s) produits par I’ectoderme de surface (ES) (Nguyen and Arnheiter, 2000) le facteur Mitf
est phosphorylé par I’activité des MAP kinases activées. Cette phosphorylation conduit a la
dégradation de Mit (figure 34). De fait, I’introduction d’un vecteur codant les protéines de cette
voie dans la rétine pigmentaire conduit a I’extinction de Mitf et a la transdifférenciation de ce
tissu en neurorétine (Galy et al., 2002). Cependant, cette phosphorylation de Mitf augmente son
pouvoir transactivateur (Wu et al., 2000), ce qu’il faut empécher pour éviter la mise en route du
phénotype pigmentaire. C’est I’interaction inhibitrice avec Pax6 qui pourrait bloquer ’activité de
Mitf jusqu’a sa dégradation par le protéasome (figure 34). Ce scénario n’explique pas le devenir
de la partie postérieure des cellules de la vésicule optique, qui expriment également Pax6 et qui
pourtant se différencie en RPE. Une différence clé entre les cellules postérieures et antérieures du
neuroepithélium pourrait venir de 1’expression des membres de la famille Otx dans la partie
postérieure (Martinez-Morales et al., 2001). Otx2 pourrait ainsi rentrer dans une boucle
d’activation fonctionnelle positive avec Mitf et en agissant de fagon négative sur I’expression de
Pax6 (voir figure 33) pourrait contribuer a diminuer la quantité de ce facteur dans ces cellules,

permettant a Otx2 et Mitf d’induire les génes de la pigmentation (figure 34).
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Figure 34: Modéle proposé des relations impliquants les facteurs de transcription Mitf,
Otx2 et Pax6 dans la détermination de la rétine. Les fleches indiquent la direction des
relations génétiques, moléculaires et biochimiques entres les protéines. En noir et vert: les
relations activatrices, en rouge: les relations inhibitrices.
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pax6 est un gene codant un facteur de transcription essentiel pour le développement de
I’ceil, puisque des mutations dans ce gene conduisent a des anomalies de I’ceil voire a I’absence
d’yeux chez les invertébrés et les vertébrés (Quiring et al., 1994). De plus, I’expression ectopique
de ce géne chez la drosophile comme chez les vertébrés (le xénope) conduit a la formation
d’yeux ectopiques (Chow et al., 1999; Halder et al., 1995). Enfin, la surexpression de ce geéne
chez la souris entraine des anomalies de formation de I’ceil du méme type que celles observées
quand pax6 est muté (Schedl et al., 1996). Ces études montrent que le juste dosage de pax6 est
important pour le développement correct de I’ceil. La transcription des ARN messagers de pax6
se fait a partir des promoteurs PO et P1, et PO se distingue de P1 du fait que ce promoteur est sous
le contrdle de plusieurs enhancers tissus spécifiques (Ashery-Padan et al., 2000; Dimanlig et al.,
2001; Griffin et al.,, 2002; Plaza et al., 1995a; Plaza et al., 1999c; van Heyningen and
Williamson, 2002; Williams et al., 1998). La régulation de 1’expression de pax6 par ces
différents ¢léments montre bien la complexité de cette régulation et I’importance qui en découle
pour le développement de I’ceil. En fait, il est probable que le taux de Pax6 conditionne la nature
des génes cibles exprimés (Chauhan et al., 2004). On sait que selon la nature de la séquence
nucléotidique, I’affinité de Pax6 pour cette dernicére varie, et il existe ainsi des génes avec une
haute ou une faible affinité pour ce facteur (Czerny and Busslinger, 1995; Epstein et al., 1994).
La nature des genes exprimés dépendra de fagon critique de la quantité de protéine pax6 présente
dans la cellule. Le fait que Pax6 posséde une mosaique complexe d’enhancers, permet a ce géne
de moduler son expression de fagon quasiment cellule-spécifique, en fonction de la combinatoire
de facteurs de transcription qui y est présente. Ces facteurs régulateurs de pax6 sont certainement
importants, par contre coup, pour le développement des yeux.

Ainsi, les facteurs de transcription Maf, interviennent dans la différenciation des
photorécepteurs (Mears et al., 2001) ou la formation du cristallin (Ishibashi and Yasuda, 2001;
Kawauchi et al., 1999; Kim et al., 1999; Ogino and Yasuda, 1998; Reza et al., 2002; Ring et al.,
2000). Des études au sein du laboratoire ont montré que Pax6 et MafA peuvent interagir
physiquement et activer de fagon synergique le promoteur du glucagon (Planque et al., 2001a).
Pax6 peut réguler 1’expression de c-maf, in vitro (Sakai et al., 2001). Enfin, L-maf est un géne
cible de Pax6 dans le cristallin (Reza et al., 2002).

Des expériences de transfections transitoires nous ont permis de montrer que MafA et v-
Maf (c-Maf) peuvent activer la transcription de pax6, a partir des promoteurs PO et P1. De la
méme facon nous avons observé que MafB n’active pas la transcription de pax6. Ces résultats
suggerent donc que les facteurs Maf n’agissent pas de la méme fagon, contrairement a ce qui a

¢té observé dans la synergie avec Pax6, ou MafB est aussi efficace que MafA dans la
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transactivation synergique du promoteur du glucagon (Planque et al., 2001a). Nous avons utilisé
v-Maf dans les expériences de cotransfection car nous disposions d’un mutant incapable de se
lier a ’ADN qui nous a permis de vérifier la spécificité de I’effet de v-Maf sur les promoteurs de
pax-6. De plus, le fait que v-Maf active la transcription de pax6 comme MafA et que v-Maf soit
la forme virale de c-Maf suggere que c-Maf peut lui aussi activer la transcription de pax6. Par la
suite, nous avons restreint notre étude au promoteur PO, car celui-ci contrairement a P1 est un
promoteur inductible et il est sous le controle de plusieurs enhancers dont certains sont
spécifiques soit de la neurorétine soit du cristallin. Nous avons ainsi pu définir qu’une région
d’environ 500 pb du promoteur PO (POHD) était suffisante pour médier 1’activation par MafA.
Les expériences de transfections transitoires avec les mutants de MafA (MafA-LZ et AMafA)
montrent que I’activation de PO nécessite la fixation de MafA a I’ADN et suggerent que cette
activation soit directe. Nous avons donc recherché des sites potentiels de fixation pour MafA
dans la séquence de P0O. Nous avons ainsi trouvé trois sites potentiels de fixation pour les grands
Maf que nous avons nommé¢ site 1, site 2 et site 3. En fait, ce ne sont pas des sites MARE (T-
MARE ou C-MARE) stricts mais plutot des hémi-sites pour les sites 1 et 3 et un site de type C-
MARE pour le site 2 (les extrémités du site ne sont pas homologues avec celle du consensus C-
MARE), et le site 3 contient deux hémi-sites "en miroir". Nous avons réalisé¢ des mutations dans
ces sites et testé en cotransfection ’effet de ces mutations sur la régulation par MafA. Pour les
sites 1 et 2, les mutations introduites ne conduisent pas a une diminution de la transactivation par
MafA mais plutét a une augmentation. Cependant, les mutations introduites dans le site 3
entrainent une diminution significative de la transactivation par celui-ci. Ce résultat suggere donc
que le site 3 soit nécessaire pour la régulation de PO par MafA. Ceci est confirmé par le fait que
lorsque 1’on réalise des combinaisons avec deux sites mutés (sites 1 et 3 ou sites 2 et 3) on
observe une réponse semblable a celle obtenue avec le site 3 muté tout seul. La réalisation
d‘expériences de gel retard permettra de déterminer plus précisément quels sont les sites
reconnus par MafA.

Le promoteur PO de pax6 étant sous le controle d’enhancers spécifiques de différents
tissus comme la neurorétine et le cristallin ou les facteurs Maf sont exprimés, nous avons cherché
a savoir si les facteurs Maf pouvaient réguler I’expression de pax6 via ses enhancers. En premier,
nous nous sommes intéressés a 1’enhancer o qui est spécifique de la neurorétine (Kammandel et
al., 1999; Marquardt et al., 2001; Plaza et al., 1995a). Bien que MafA active la transcription de
pax6 in vitro a partir de PO, nous avons montré que MafA inhibe la transcription de pax6 via
I’enhancer o.. Nous avons pu montrer que MafA exerce son inhibition au niveau de I’enhancer o

via la boite DF4, cependant nous avons aussi observé qu’il peut activer la transcription a partir de
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PO via la boite DF1 bien que cet effet activateur soit totalement masqué lorsque nous considérons
I’enhancer oo dans son ensemble (effet represseur dominant dans ce contexte). La boite DF4 peut
donc médier selon les facteurs de transcription qui s’y fixent une activation ou une inhibition de
la transcription de pax6.

Un autre enhancer de pax6 nous intéresse particulicrement, il est situé¢ en 5’ de PO a
environ 2,5 kb de PO chez la caille et se comporte comme I’enhancer o dans les cellules de
neurorétine (Plaza et al., 1999¢). Cet enhancer, qui est conservé chez la souris et ’homme
(Kammandel et al., 1999), conditionne 1’expression de pax6 dans le cristallin et I’ectoderme de
surface comme 1’ont montré des études in vivo par transgenese (Ashery-Padan et al., 2000;
Dimanlig et al., 2001; Williams et al., 1998). Nous avons observé que MafA active la
transcription a partir de PO via cet enhancer in vitro dans les cellules de neurorétine. Il semble
donc que MafA puisse réguler différemment 1’expression de pax6 selon 1’enhancer que I’on
considere et donc par conséquent de manicre tissu spécifique voir cellule spécifique. De la méme
facon nous avons observé que Nrl, un autre membre de la famille Maf active la transcription de
pax6 a partir de PO dans les cellules de neurorétine (il semble que MafB soit le seul membre des
grands Maf a ne pas activer la transcription de pax6 a partir de ces promoteurs) et qu’il active la
transcription a partir de PO via I’enhancer spécifique du cristallin tout comme MafA. Bien que
Nrl soit exprimé dans le cristallin, on ne lui connait pas de fonction particuliére dans le
développement de ce dernier (Mears et al., 2001). Cependant Nrl est également exprimé dans la
neurorétine ou il est important pour la différenciation des photorécepteurs de type batonnet (Liu
et al., 1996; Mears et al., 2001). De facon tout a fait intéressante, pax6 qui est exprimé dans toute
la rétine au début du développement de 1’ceil voit ensuite son expression se restreindre a certains
types cellulaires de la neurorétine. En particulier, alors que pax6 est exprimé dans les cellules
précurseurs des photorécepteurs, il n’est par la suite plus exprimé dans ces cellules lorsque la
différenciation des photorécepteurs se met en place. Nrl se comportant comme MafA vis a vis de
I’enhancer du cristallin, on peut donc s’attendre a ce que Nrl (tout comme Otx2) inhibe
I’expression de pax6 a partir de I’enhancer o in vitro et cette inhibition pourrait rendre compte in
vivo de I’absence d’expression de pax6 dans les photorécepteurs lors de leur différenciation. De
fait, les territoires d’expression des genes Mafs sont trés dynamiques et chez I’oiseau, MafA, c-
Maf et MafB sont tous exprimés dans ’ceil en développement, plus précisément dans le cristallin
(Lecoin et al., 2004). II est particulierement intéressant de noter que c-maf est le membre de la
famille qui s’exprime le plus intensément dans la rétine, et ses territoires d’expression sont ceux
ou les taux d’expression de pax6 sont les plus faibles, soit dans la partie ventrale et dorsale des

yeux. On peut observer sur I'hybridation in situ, in toto sur un ceil de poule a E3, avec un temps
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de révélation court afin de révéler les différences d’expression de pax6, que le maximum de
signal se révele dans les cadrans nasal et temporal, 1a ou fonctionne in vivo 1’enhancer a (figure
35) (Kammandel et al., 1999). Il est possible que 1’absence de c-Maf dans ces territoires,
contrairement a ce qui se passe dans les régions dorsales et ventrales (Lecoin et al., 2004),

permette a cet enhancer d’y contrdler 1’expression de PO.

Dorsal

Temporal Nasal

Ventral

Figure 35: Expression de pax6 dans 1'eeil d'un embryon de poule a E3. Détection des ARN
messagers de pax6 par hybridation in situ. Le maximum d'expression est détecté dans le cristallin
et les régions nasale et temporale de la rétine.

Les facteurs de transcription Maf peuvent interagir avec d’autres facteurs de transcription
pour réguler des génes cibles comme par exemple : Sox2 (Shimada et al., 2003), Pax6 lui-méme
(Planque et al., 2001a) ou encore Crx qui est un membre de la famille des facteurs Otx (Chen et
al., 1997b; Mitton et al., 2000). Nous nous sommes donc intéressés a une éventuelle coopération
entre les facteurs de transcription Maf et Otx pour réguler I’expression de pax6 via ses enhancers
spécifiques de la neurorétine et du cristallin. En effet, Otx2 et Crx sont exprimés dans les
photorécepteurs au cours de leur différenciation tout comme Nrl, et notamment Otx2 est exprimé
avant Crx dont il active I’expression (Baas et al., 2000; Bovolenta et al., 1997; Chen et al.,
1997b; Furukawa et al., 1997; Martinez-Morales et al., 2001; Nishida et al., 2003; Simeone et al.,
1993). De plus, Otx2 est exprimé dans I’ectoderme de surface qui va former le futur cristallin
avant Pax6 et Sox2 chez le xénope (Zygar et al., 1998), et toutes les souris Otx1” Otx2™" ainsi
que 30% des souris Otx1™" Otx2™" présentent des malformations oculaires importantes qui
affectent le cristallin, I’épithélium pigmentaire, la neurorétine et le pédoncule optique (Martinez-

Morales et al., 2001). Nous avons observé que Otx2 et Crx peuvent activer in vitro 1’expression
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de pax6 a partir de PO et aussi via ’enhancer cristallin, et qu’ils peuvent coopérer avec MafA ou
Nrl. Ces résultats suggerent que Otx2 puisse réguler in vivo ’expression de pax6 dans
I’ectoderme de surface qui va former le futur cristallin ainsi que dans le cristallin. Cependant, on
ne dispose pas de données suffisantes sur I’expression d’Otx2 dans le cristallin pour affirmer que
Otx2 et les facteurs de transcription Maf sont exprimés en méme temps et dans les mémes
cellules au cours du développement du cristallin.

Ces travaux contribuent a mieux comprendre comment la régulation de Pax6 peut
s’effectuer en prenant en compte 1’activité d’enhancers et de facteurs régulateurs définis. Il reste
a déterminer comment la cellule fait la synthése de ces différents signaux, souvent
contradictoires, pour adapter le taux de transcription de pax6 de facon a activer les génes cibles
requis au moment du développement considéré. L’étude de ces enhancers apporte par ailleurs des
outils précieux (par I’intermédiaire de la recombinase CRE) pour étudier in vivo, par le biais de
la délétion conditionnelle de génes floxés, la fonction de ces geénes précisément dans les cellules

ou ces enhancers fonctionnent.
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RESUME

Le développement de I’eil, comme de tout autre organe, fait appel a plusieurs
événements : des inductions entre tissus par I’intermédiaire de facteurs diffusibles et des
interactions cellulaires, conduisant a la mise en place d’une combinatoire spécifique de
facteurs de transcription.

Otx2 est une protéine a homeodomaine exprimeée dans la rétine pigmentaire puis dans
la neurorétine. Nous avons montré qu’Otx2 peut transdifférencier des cellules de neurorétine
en cellules pigmentées in vitro et qu’il peut activer des genes de la pigmentation, tout comme
Mitf, facteur a domaine bHLHLZ et acteur majeur de la différenciation pigmentaire. Nous
avons observeé gue ces deux facteurs interagissent physiquement et peuvent entrer en synergie
pour activer la pigmentation.

Nous avons aussi étudié la régulation de I’expression de pax6, un géne maitre du
développement de I’ceil qui code une protéine a homéodomaine et domaine paired. Nous
avons analysé le role des facteurs de transcription Maf, proteines a domaine bLZ, dans le
contréle transcriptionnel de pax6. Nous avons montré que les membres de la famille Maf
peuvent réguler difféeremment I’expression de pax6 in vitro, en fonction des éléments
régulateurs considérés (promoteurs ou enhancers). De plus, Maf pourrait interagir avec Otx2

pour un contréle fin de I’expression de pax6.

Les mots-clés: neurorétine, rétine pigmentaire, cristallin, développement de [I’oeil,
transdifférenciation, facteur de transcription, régulation de I’expression, promoteur, enhancer,
Maf, Mitf, Otx2, Pax6.
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