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La famille Ptx des facteurs de transcription

n connait rarement les génes
Ocibles des molécules contro-

lant le développement
embryonnaire ; ainsi, apres la décou-
verte d’un nouveau gene du dévelop-
pement, c’est typiquement la grande
quéte pour des genes cibles qui est
entreprise (la plupart du temps sans
succes). Or, une famille de facteurs
de transcription 2 homéodomaine
(HD) a été identifiée récemment, au
départ par I'analyse de genes cibles
de cette famille. La famille Ptx des
produits des génes HD tire son nom
du premier facteur de cette famille,
Ptx1 (pituitary homeobox 1), qui a été
isolé pour son role dans la transcrip-
tion de genes hypophysaires [1].
Cette famille comporte déja trois
membres dont deux sont associés au
développement du stomodaeum et a
la transcription hypophysaire alors
que le troisicme n’est exprimé que
dans une seule population neuro-
nale, les neurones dopaminergiques
du mésencéphale.

Les produits des genes Pix
forment une sous-famille apparentée
a bicoide

Le prototype de cette famille, Ptx1, a
été isolé par sa liaison a un élément
de régulation de la transcription du
géne de la pro-opiomélanocortine
(POMC) de I’hypophyse [1]. Son

¢ne a aussi été appelé P-Otx, Otlx-1
et Backfoot [2-4]. L’élément de régu-
lation auquel il se lie a une séquence
tres semblable a celle qui est recon-
nue par le produit du geéne bicoide
chez la drosophile : ainsi, il ressemble
aux sites de liaison de bicoide dans le
promoteur du geéne hunchback [5]. 11
est donc peu surprenant que le
domaine homéo du facteur Ptx1 res-
semble a celui de bicoide. Tous deux
se distinguent des autres homéodo-
maines par une lysine en position 9
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a homéodomaine

de la troisieme hélice, dite de recon-
naissance (le résidu 50 de I’homéo-
domaine) [6, 7]. Tout comme
bicoide, Ptx1 fait partie, de par la
séquence de son homéodomaine, des
produits de la grande classe «paired »
des geénes a homéoboite [8]. Il y a
peu de genes de la sous-famille
bicoide chez les mammiferes: en effet,
outre la sous-famille Pix, il n’y a que
les geénes des sous-familles goosecoide
et Otx. Les geénes Pix sont les plus
proches de ces derniers avec 62 %
d’identité dans leur homéodomaine.
La conservation est moins grande
avec les génes de la famille goosecoide
(figure 1).

Le deuxiéme membre de la famille
des geénes Ptx a été isolé indépen-
damment du premier par clonage
positionnel chez ’homme et il
semble que ce géne soit responsable
du syndrome de Rieger, une malfor-
mation cranio-faciale (m/s n°3,
vol. 13, p.404) [9]. L’homéoboite du
gene Pix2 (aussi connu sous le nom
de RIEG) est treés semblable a celle de

Pixl (figure 1). 11 s’agit bien de deux
genes différents puisqu’ils sont locali-
sés sur différents chromosomes : le
gene Pix2 se retrouve au locus RIE-
GER en 4q21-22 [9, 10] alors que le
gene PixI est sur le chromosome
5q31-35 pres du locus responsable du
syndrome de Treacher-Collins-Fran-
ceschetti (TCOF) (m/s n°4, vol. 12,
p.542) [11]. Le syndrome de TCOF
comporte des malformations cranio-
faciales qui affectent le maxillaire
inférieur et, bien qu’un gene candi-
dat ait été décrit pour ce syndrome, il
n’est pas impossible que des muta-
tions de PTX1 soient aussi impliquées
dans ce syndrome [11, 12].

Le geéne Pix3 a été cloné par analogie
avec les deux premiers mais sa locali-
sation chromosomique n’est pas
encore connue [13]. Ce géne semble
avoir un profil d’expression tout-a-
fait distinct des deux premiers et a la
particularité d’étre exprimé dans une
seule population neuronale du cer-
veau, ce qui est inhabituel pour ce
type de gene.
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Figure 1. Comparaison des facteurs a homéodomaine de mammiféeres apparen-
tés a bicoide. Toutes les séquences comparées sont d’origine murine a I'excep-
tion de Unc-30 qui est un géne de C. elegans, et de Ptx3 qui a été isolé chez le
rat. L’identité de séquences (en pourcentage) est donnée en comparaison avec

la séquence en acides aminés de Ptx1. La famille des protéines Ptx est colorée. m—
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Expression des genes Ptx
lors du développement

Ptx1. Pixl s’exprime en deux
domaines distincts au cours du déve-
loppement [14]. L’expression la plus
précoce commence peu apres le jour
6,5 (E6,5) lors du développement
embryonnaire de la souris au niveau
du mésoderme extra-embryonnaire
et du mésoderme latéral postérieur.
L’expression de PixI est maintenue
dans tous les dérivés du mésoderme
latéral dans la moitié postérieure du
corps. Ainsi, PixI est exprimé dans
les dérivés mésenchymateux des
membres postérieurs mais non dans
ceux des membres antérieurs [14].
Peu de génes montrent une telle spé-
cificité, a ’exception de certains
genes de la famille brachyury [15].

Le second domaine d’expression de
Pix1 est observé a partir de la fin de
E7 au niveau du stomodaeum. Le
geéne Pix] est exprimé dans cette
structure des sa formation et cette
expression se maintient dans tous les
dérivés du stomodaeum®*; ceux-ci
incluent la poche de Rathke**, les
épitheliums oraux, olfactifs et den-
taires ainsi que le nasopharynx [14].
Dans les épitheliums faciaux d’ori-
gine ectodermique, I’expression de
Pix1 s’étend donc des placodes olfac-
tives jusqu’a la premiere arche bran-
chiale. Secondairement, une bande
de mésenchyme de la premieére arche
branchiale exprime PixI a partir de
E9,5. Le géne PixI est le seul mar-
queur connu de I’ectoderme stomo-
déal qui constituerait le domaine le
plus antérieur du plan de développe-
ment de I'organisme. Les domaines
d’expression de PixI dans les dérivés
du stomodaeum correspondent en
tous points a ceux qui ont été définis
par Couly et Le Douarin, comme des
dérivés du bourrelet neural antérieur
chez le poulet [16, 17]. La structure
ainsi que I’expression des génes Pix]
de souris et de poulet sont extréme-
ment conservées [14].

Pix2. L’expression de Ptx2 semble
recouvrir celle de PixI au niveau du

* Enfoncement épiblastique situé dans la future
région buccale et s’accolant au cul-de-sac antérieur
du pharynx pour former la membrane pharyngienne.
#% Lbauche ectoblastique de Uadénohypophyse don-
nant naissance a ses trois portions glandulaires

I (pars distalis, pars intermedia el pars tuberalis).
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stomodaeum et des structures qui en
dérivent [3, 9, 18]. Toutefois, lors de
la différenciation des épitheliums de
la bouche, il semble que I’expression
de Pix2 se restreigne d’abord au
niveau de la plaque dentaire et, par la
suite, a I’épithélium dentaire [18].
Cette restriction est en accord avec un
role de PTX2 dans I’odontogenése et
les malformations dentaires associées
au syndrome de Rieger. L’expression
de Pix1 et de Pix2 se distingue aussi au
niveau des dérivés mésenchymateux
de la téte. En effet, alors que PixI est
surtout exprimé dans les dérivés
mésenchymateux du maxillaire infé-
reur, Pix2 est exprimé dans le mésen-
chyme du maxillaire. L’expression de
chacun des génes au niveau de ces
mésenchymes est bien corrélée a la
nature des malformations cranio-
faciales qui sont associées, respective-
ment, aux syndromes de Rieger
(PTX2) et de Treacher-Collins (PTX1).
Le syndrome de Rieger est principale-
ment associé a une hypoplasie maxil-
laire, a des troubles d’odontogenese
et a des malformations oculaires, alors
que le syndrome de Treacher-Collins
est caractérisé par un sous-développe-
ment du maxillaire inférieur et des
malformations de I’oreille.

Pix3. Bien que I'étude de Pix3 ne soit
pas terminée, son expression dans
une seule population neuronale du
cerveau est significative a plus d’un
point. En effet, il est inhabituel de
trouver une expression restreinte a
une seule population neuronale plu-
tot qu’a une région du cerveau pour
ce type de gene. En outre, I'expres-
sion dans les neurones dopaminer-
giques du mésencéphale (a I’exclu-
sion des autres neurones
dopaminergiques) pourrait étre
d’importance pour I'évolution ou la
pathogénie de la maladie de Parkin-
son qui résulte de la dégénérescence
de ces neurones. Chez la souris,
I’expression de Pix3 est observée au
niveau de la courbure du mésencé-
phale a partir du jour E11,5 et elle se
maintient dans les neurones dopami-
nergiques adultes [13]. L’expression
de Pix3 est abolie par la destruction
sélective des neurones dopaminer-
giques par la 6-hydroxydopamine et
elle est diminuée dans la substance
noire des patients atteints de la mala-
die de Parkinson. Le geéne Pix3 est

aussi exprimé dans d’autres struc-
tures en dehors du syst¢tme nerveux
dont I’ceil.

Propriétés transcriptionnelles
des facteurs Ptx

ATinstar des produits des génes appa-
rentés a bicoide [7], Ptx1 lie sa cible
d’ADN sous forme de monomere [1].
Tant le facteur bicoide de drosophile
que les facteurs Ptx reconnaissent le
motif TAATCC dont les résidus C
constituent la caractéristique de cette
spécificité de liaison [19]. En particu-
lier, 'avant dernier C est reconnu par
la lysine 50 de I’homéodomaine et
cette spécificité de reconnaissance est
semblable a celle observée pour les
genes Otxl et Otx2 [20]. In vitro, les
facteurs Ptx1, Ptx2 et Ptx3 montrent
une spécificité de liaison a 'ADN sem-
blable a celle des facteurs Otx (figure
2A). 11 semble donc que la spécificité
d’interaction avec 'ADN soit conser-
vée pour tous les membres de ces
sous-familles, de la drosophile a
I’homme, et il est vraisemblable que
c’est 'interaction des facteurs Otx ou
Ptx avec d’autres co-facteurs qui rend
compte des effets spécifiques de cha-
cun des membres de ces familles.

En revanche, lorsqu’on a comparé les
capacités transcriptionnelles des fac-
teurs Ptx et Otx en utilisant un rap-
porteur simple, on a observé que ces
facteurs ont des activités différentes
bien que leurs liaisons in vitro ne dif-
ferent pas (figure 2). Il est encore trop
tot pour savoir si ces résultats refle-
tent des différences intrinseques aux
facteurs de la famille Ptx et de la
famille Otx, ou si la séquence cible
est en cause bien qu’elle n’affecte pas
la liaison ¢n vitro. Quoi qu’il en soit,
Pactivité relative des membres de ces
sous-familles sur I'activation de pro-
moteur naturel d’origine hypophy-
saire présente un modele pertinent
pour distinguer ces propriétés.

Action des facteurs Ptx1 et Ptx2
sur I’expression des genes
histo-spécifiques de I’hypophyse

Expression des genes Ptx dans la
poche de Rathke et dans I’hypo-
physe. Le géne PixI est exprimé dans
toute I’ébauche de I’hypophyse, la
poche de Rathke [1]. Durant la
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Figure 2. Propriétés de liaison a ’ADN et de transactivation des protéines
des sous-familles Ptx et Otx. A. La liaison a I’ADN de Ptx1, Ptx2, Ptx3, Otx1,
Otx2 dont les génes ont été transférés dans des extraits de cellules L a été
mesurée par retard sur gel d’électrophorese [21]. La sonde utilisée est le site
de liaison de Ptx1 qui a été défini dans le promoteur du géne codant pour la
POMC et qui a été nommé CE-3 [1]. B. Activation d’un gene rapporteur conte-
nant la cible CE-3 par les membres des sous-familles Ptx et Otx apres trans-

fection dans les cellules L [21].

période de différenciation cellulaire
et de prolifération des cellules hypo-
physaires (E10,5 a E17), qui est
décrite schématiquement sur la
Jigure 3, ’expression de Ptx] est main-
tenue dans I’hypophyse mais son
niveau varie dans deux populations
cellulaires, 'une qui maintient un
niveau d’expression élevé et I'autre
dans laquelle I'expression diminue
de facon significative ([1] ; Lanctot et
al., en préparation). Bien que les rai-
sons et conséquences de ces diffé-
rences quantitatives ne soient pas
comprises, elles refletent la situation
de T'hypophyse adulte dans laquelle
des niveaux d’expression élevés de
Pixl sont observés dans les cellules
qui expriment la sous-unité a des
hormones glycoprotéiques, c’est-a-
dire les cellules gonadotropes et thy-
réotropes [21]. L’ARNm et la pro-
téine Ptxl sont aussi présents dans
les autres lignées cellulaires de
I’hypophyse mais a des niveaux plus
bas [21]. Le géne Ptx2 est aussi
exprimé dans la plupart des cellules
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hypophysaires a I’exception, semble-
t-il, des cellules corticotropes dont les
cellules AtT-20 constituent un
modele [21]. Il semble donc que
PixI soit le seul membre de la famille
Pix a étre exprimé dans les cellules
corticotropes. La signification de ces
différences d’expression n’est pas
encore comprise mais elle pourrait
étre liée a la différenciation des
lignées hypophysaires.

Action transcriptionnelle sur les pro-
moteurs histo-spécifiques de I’hypo-
physe. La plupart des promoteurs
des genes spécifiques de I’hypophyse
qui codent pour des hormones
contiennent des sites de liaison pour
les facteurs de la famille Ptx et nous
avons récemment montré que plu-
sieurs d’entre eux sont effectivement
activés par Ptxl [1, 2]. Ceux-ci
incluent les promoteurs des genes
codant pour la sous-unité o des hor-
mones glycoprotéiques, la sous-unité
3 de la LH, la sous-unité (3 de la FSH,
la sous-unité  de la TSH, I’hormone

de croissance, la prolactine et la
POMC. L’action de Ptx2 sur ces pro-
moteurs est semblable a celle de
PtxI.

L’aspect le plus surprenant de
I’action des facteurs de la famille Ptx
sur la transcription hypophysaire est
leur synergie avec d’autres facteurs
de transcription dont la distribution
est restreinte a I’hypophyse. Ainsi,
nous avons montré que Ptxl agit en
synergie avec des hétérodimeres de
facteurs bHLH qui contiennent Neu-
roD1 pour l'activation du gene de la
POMC dans les cellules corticotropes
[22]. Cette spécificité d’action est en
accord avec 'apparition du messager
de NeuroDI a E12 chez la souris
dans une population restreinte de
cellules de I’hypophyse en dévelop-
pement. Cette expression précede
d’a peu prés une demi-journée
I’apparition de TARNm de la POMC.
Dans les lignées cellulaires qui
dépendent du facteur de transcrip-
tion Pitl, Ptxl agit en synergie avec
ce facteur pour activer la transcrip-
tion du geéne de la prolactine [2, 21].
De facon similaire, Ptx1 agit en syner-
gie avec le facteur SF-1 dans la lignée
gonadotrope; en effet, ces deux fac-
teurs activent de facon synergique le
promoteur de la sous-unité B de la
LH mais non ceux de la sous-unité o
des hormones glycoprotéiques ou de
la sous-unité 3 de la FSH, bien que
Ptx1 ait un effet stimulateur sur cha-
cun de ces promoteurs. L’action
synergique de SF1 et Ptx1 sur le pro-
moteur de la sous-unité B de la LH
requiert la liaison de chacun de ces
facteurs a leur site qui se trouvent a
20 paires de bases 'un de I'autre [21].
Il semble donc que Ptx1 soit recruté
comme facteur de transcription pour
I’expression histo-spécifique des
genes de 'hypophyse (figure 4). Ce
role est en accord avec l'expression
précoce dans le stomodaeum d’ou
dérivent la placode hypophysaire et
la poche de Rathke. Par la suite, Ptx1
s’associe a des facteurs de transcrip-
tion d’autres familles structurales
dont I’expression est restreinte a
I'une ou l'autre lignée de I’hypo-
physe pour activer des genes dont
I’expression est elle-méme restreinte
a ces lignées. Nous connaissons déja
trois exemples de ce type d’interac-
tions : celles observées avec les hété-
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Figure 3. Développement de I'hypophyse chez la souris. C’est une invagina-
tion de I'épithélium oral (et donc du stomodaeum) qui constitue I'ébauche de
I’hypophyse. Cette invagination, la poche de Rathke, se développe au contact
du diencéphale (DI) et dés le jour 10,5 du développement embryonnaire chez
la souris (E10,5), on note une projection du diencéphale, I'infudibulum, qui
constituera ultérieurement le lobe postérieur (LP) de I’hypophyse. Au jour
E13, on peut différencier les régions de I’hypophyse en développement qui
deviendront les lobes antérieur (LA) et intermédiaire (LI). Les cellules corti-
cotropes (POMC) apparaissent au jour E12, suivies a E13 d’une population de
cellules TSH transitoires qui ne requiéerent pas Pitl. Les cellules exprimant
Pit1 apparaissent a E14,5 et elles se différencieront par la suite en cellules
somatotropes (GH), mammotropes (PRL) et thyréotropes (TSH). Enfin, les
cellules gonadotropes (LH et FSH) sont observées a partir du jour E16.
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rodimeres bHLH (NeuroD1) pour
I’expression du gene POMC, avec un
facteur POU (Pitl) pour ’activation
du géne de la prolactine et enfin,
avec le récepteur nucléaire orphelin
SF1 pour Dactivation spécifique du
géne de la sous-unité B de la LH.

Dans le contexte d’un modele de
régulation de D’expression génique
par une combinatoire de facteurs de
transcription, il semble donc que
Ptx1 soit un régulateur amont pré-
coce dans la cascade de genes de
régulation hypophysaire. Cette hypo-
these a aussi été étayee par des expe-
riences utilisant des ARN antisens qui
suggerent que Ptxl est un régulateur
amont pour I’expression d’un facteur
de transcription, le facteur
LHX3/Lim3, dont I'inactivation est
associée a un blocage de I’organoge-
neése de 'hypophyse [23]. En effet,
nous avons montré que l’expression
de Ptx1 est essentielle a celle de Lim3
dans un modele de cellules hypophy-
saires [21]. Si elle se vérifie in vivo,
cette hiérarchie d’action de Ptxl et
Lim3 pourrait aussi influencer
Iexpression de certains genes hypo-
physaires. Telle qu’illustrée dans la
Jigure 4, activation séquentielle dun

Figure 4. Mise en place d’une cas-
cade de régulateurs transcription-
nels lors du développement hypo-
physaire. Le schéma présente un
résumé des profils d’expression de
différents facteurs de transcription
au cours du développement hypo-
physaire. Haut: représentation
d’intermédiaires de différenciation
cellulaire hypothétiques au cours de
la différenciation hypophysaire; les
facteurs de transcription présomp-
tifs, exprimés a chacun des stades de
différenciation, sont indiqués. Pour
les cellules complétement différen-
ciées, les facteurs connus pour leur
interaction synergique avec Pitx1
sont indiqués en gras. Bas: chrono-
logie de I'expression et de I’extinc-
tion (selon le cas) des facteurs de
transcription hypophysaires. Les
références pour les données résu-
mées dans ce schéma se retrouvent
dans [21].
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groupe de facteurs de transcription a
distribution plus ou moins restreinte
aux lignées de I’hypophyse semble
correspondre a la mise en place d’un
programme pour l'’expression de
chacun des genes spécifiques de ces
lignées. Un modele cohérent de
I’expression des geénes au cours du
développement semble ainsi mis en
place, en parallele avec le role de ces
facteurs dans ’organogeneése.

Perspective

A ce jour, les facteurs Ptxl et Ptx2
apparaissent tres semblables dans leurs
effets sur la transcription hypophy-
saire. Tous deux sont exprimés dans la
plupart des lignées cellulaires de
I’hypophyse, quoique a des niveaux
bien différents. Il demeure important
de déterminer dans quelle mesure ces
facteurs exercent vraiment des fonc-
tions redondantes ou s’ils pourraient
avoir des propriétés uniques. D’ores et
déja, les mutations que 'on retrouve
chez 'homme dans le géne PTX2 et
qui sont associées au syndrome de Rie-
ger, suggerent que le niveau d’expres-
sion de ce géne serait étroitement
controlé au cours du développement
puisque la maladie frappe aussi les
porteurs hétérozygotes. Toutefois, ces
patients n’ont pas de manifestation
hypophysaire et I’haplo-insuffisance
manifeste ses effets principalement au
niveau des dérivés mésenchymateux
qui expriment PTX2. Prises dans leur
ensemble, les données disponibles sur
PixI et Ptx2 suggerent que ces genes
jouent un role important lors de la
morphogenése des structures cra-
niennes. L’inactivation par recombi-
naison homologue de ces deux génes
indiquera dans quelle mesure la fonc-
tion de ces genes se chevauche dans
certains tissus alors qu’ils jouent un
role unique dans d’autres ®
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