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Une famille de génes du développement :

La conservation de séquences dans les
genes du dévcloppement de la droso-
phile a fait naitre I'idéc quc des géncs
porteurs de séquences similaires pour-
raient ¢tre impliqués dans le dévclop-
pcment d’organismes éloignés phylo-
génétiqucment et, en conséquence,
quc les mécanismes fondamentaux du
dévcloppement pourraient, cn dépit
des apparcnces, étre communs a des
organismes aussi différents qu’unc
mouche, une souris ou un nématode
[1]. De fait, cctte conjecture, nulle-
ment ¢évidente a ’origine, s’est trou-
vée amplement confirmée ; en utili-
sant commc sondc des séquences
d’ADN conservées dans les genes du
dévcloppement de la drosophile pour
cribler des banques d’ADN génomi-
que d’autres cspeces, nombre de

les génes Pax

genes portant ces séquences conser-
vées ont ¢été trouvés chez des organis-
mes d’especes tres éloignées, le cas le
mieux documenté¢ ¢tant cclui du
domaine homéotique présent dans des
genes de tous les eucaryotes ¢tudiés
jusqu’ici. Cependant, d’autres gtncs
du développement ont pu étre égale-
ment  découverts en adoptant la
méme stratégie : c’est le cas d’une
famille de huit genes de la souris, 1so-
1és sur la base d’unc homologic avec
le domaine paired [2] trouvé a lori-
ginc dans trois genes de segmentation
de la drosophile dont le gene paired.
Aussi, ces huit genes sont-ils appelés
genes Pax (pour paired box).

Plusicurs propriétés remarquables
communes a l’ensemble des genes de
cette famille en font de bons candi-

dats comme genes du développement.
Propriétés structurales d’abord : tous
ont cn commun un domainc appelé
paired codant pour un motif protéique
de 128 acides aminés toujours présent
dans la partic NH,-terminale dc la
protéine et capable dc se lier a
I’ADN ; tous, sauf Pax-1, possedent
¢galement une séquence apparentée a
un domaine homéo (le domainc
homéo de type paired), tronquéc tou-
tcfois dans le cas de Pax-2, Pax-5 ct
Pax-8 (figure 1) ; cnfin, cxcepté Pax-4
ct Pax-6, ils contienncnt, cntre les

domaines paired et homéo, un motif

octapeptide conservé. Biecn quc les
réles respectifs des différents domai-
nes des protéines Pax ne soient pas
cncore ¢lucidés, il a été montré dans
plusieurs cas quc celles-ci avaient une
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Figure 1. Les génes Pax : structure, localisation et phénotypes associés. * Les différents dessins des domaines

paired indiquant que chaque géne Pax peut étre classé dans des sous-groupes en fonction des homologies relatives
et de la présence de tel ou tel acide aminé a des positions particuliéres dans ces domaines (voir [3]). ** Les muta-
tions connues de Pax-3 et Pax-6 sont létales & I’état homozygote ; pour Pax-1, seule la mutation unS est létale, mais,
comme il s’agit d’une délétion, la Iétalité pourrait étre due a l'inactivation d’autres génes.
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activité de stimulation transcription-
nelle. L’analyse comparée ct détail-
lée de la structure et de la séquence
codante de chacun de ces génes rend
trés vraisemblable 1’idée qu’ils
seraient nés de duplications d’un
geéne ancestral suivies de divergences
des genes ainsi dupliqués [3].
L’examen du profil d’expression des
différents geénes Pax (Tableau I) est
également tres suggestif de leur impli-
cation dans le développement : (1)
tous sauf deux, sont exprimés unique-
ment pendant I’embryogenese ; (2)
tous les génes Pax, sauf Pax-I, sont
exprimés au cours de la formation du
systeme nerveux ; (3) enfin, les génes
Pax, en dehors du systéme nerveux
(d’origine ectodermique), ont des
domaines d’expression remarquables
dans les tissus dérivés du mésoderme,
notamment les somites et le systeme
excréteur rénal. Cette expression dans
des structures segmentées rapprochée
du fait que les génes Pax ont été iso-
lés sur la base d’une homologie avec
des séquences de geénes de la droso-
phile impliqués dans la segmentation,
renforce I'idée d’unc conservation
fonctionnelle de certains geénes au
cours de I’évolution.

Mutations des génes Pax

Les arguments que nous venons
d’indiquer militent en faveur de
Iimplication des geénes Pax dans le
développement, mais la génétique a
permis d’apporter une preuve directe
pour trois d’entre eux. En effet, la
localisation génétique de ceux-ci a fait
apparaitre qu’ils étaient tres liés a des
mutations connues de la souris pré-
sentant des anomalies dans des tissus
ou ces geénes s’exprimaient ; I’analyse
moléculaire a ensuite montré que ces
mutants possédaient une mutation
dans un geéne Pax.

Pax-1 et le mutant de souris undu-
lated (un)

Pax-1 code pour un géne ayant un
domaine paired mais pas de domaine
homéo. L’analyse génétique a permis
de le localiser sur le chromosome 2
entre les locus agouti et
2-microglobuline. Dans cette région
se trouve une mutation récessive
appelée undulated (un). Or I’expression
de Pax-1 a lieu dans les régions de

mssmssm [’embryon qui sont a l'origine des
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PROFILS D’EXPRESSION DES DIFFERENTS GENES Pax CHEZ LA SOURIS

Tableau |

Génes

Pax-1

Pax-2

Pax-3

Pax-4

Pax-5

Pax-6

Pax-7

Pax-8

période

j10-17

j10-18

ij8,5-16

ND

j10-14

j8-18

j8-17

A partir

Embryon
site*

Mésoderme somitique : scléro-
tome

Rein en développement .

Tube nerveux, rhombencéphale,
vésicule otique, vésicule
optique

Certaines régions du cerveau,
partie dorsale du tube nerveux,
cellules de la créte neurale
Dermomyotome

ND

Mesencéphale, tube nerveux
Foie fcetal : lignage lymphocy-
tes B

Cerveau, antérieur et posté-
rieur, hypophyse, épithélium
olfactif, ceil, tube nerveux
(zone ventrale)

Groupe de cellules dans tout le
cerveau, puis limité au mésen-
céphale, tube neural (zone
dorsale)

Somites : dermomyotome,
myotome, muscle squelettique
Expression transitoire dans tout

Aduite

Non

Non

Non

ND

Rate, ganglions,
lymphatiques,
sang : lignage
lymphocytes B
Testicule

Non

Non

Thyroide, rein

de j11,5

le tube nerveux et le myélen-
céphale (j11,5 a j12,5)
Thyroide et rein en
développement

* Pour une comparaison plus détaillée des profils d’expression, en particulier dans le

tube nerveux, voir [2] et [10].
ND : non déterminé.

deux tissus, les disques interverté-
braux et le sternum, ou I’on observe
des anomalies chez les individus
homozygotes un. Le clonage puis le
séquencage du geéne Pax-I1 chez ces
mutants a permis d’identifier une
mutation ponctuelle entrainant un
changement de sérine en glycine, et
cecl A une position extrémement con-
servée dans le domaine paired [4].

Pax-1 est donc selon toute vraisem-
blance le géne dont la mutation est
a I’origine du phénotype observé chez
les animaux undulated. La vraisem-
blance devient certitude si ’on ajoute
que deux autres alleles mutés sur le
locus undulated présentent également
une mutation du geéne Pax-I ; pour
I’un des alleles mutés, undulated exten-

sive (un®), Pax-1 est délété de sa par-
tie COOH-terminale et, pour I’autre,
undulated-short tail (un®), il est comple-
tement délété ([5] et Rudi Balling,
communication personnelle). L’étude
moléculaire du produit de Pax-1 a été
effectuée et indique qu’il s’agit d’une
protéine capable de se lier de maniere
spécifique a ’ADN et d’activer la
transcription a partir d’un promoteur
minimal, porteur des séquences de
reconnaissance. Enfin, observation
particulierement intéressante, le pro-
duit du géne muté un, non seulement
a perdu une grande partie de son
affinité pour la séquence cible
d’ADN, mais il a acquis une nouvelle
spécificité de liaison. On pourrait
donc s’attendre a ce que cette muta-
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tion se comporte comme une muta-
tion gain de fonction et entraine des
effets a I’état hétérozygote. Bien que
les individus hétérozygotes un/+ aient
une allure générale normale, il sem-
ble cependant que I’on puisse obser-
ver de subtiles modifications
phénotypiques.

Le mutant de souris Pax-3 - Splotch
et le syndrome humain de Waar-
denburg

Pax-3 est exprimé tres tot lors de la
formation du tube neural dans la
zone ventriculaire dorsale, siege d’une
intense activité mitotique. Il est éga-
lement exprimé dans différentes
régions du cerveau ainsi que dans
certaines cellules qui dérivent de la
créte neurale [6]. II a d’autre part été
montré que Pax-3 code pour une pro-
téine capable de sec lier, comme la
protéine paired, a des séquences en
amont du gene de segmentation de
drosophile evenskipped (appelées «e
5 ») et que aussi bien le domaine pa:-
red que le domaine homéo contri-
buaient a D’efficacité de la liaison.
Comme dans le cas de Pax-1, la loca-
lisation génétique de Pax-3 le place
tout pres d’un locus, Splotch (Sp) ou se
trouvent plusieurs mutations entrai-
nant chez I’homozygote un phénotype
évocateur d’un dysfonctionnement du
géene Pax-3: en effet, les tissus
atteints chez les homozygotes corres-
pondent aux tissus dans lesquels
s’exprime Pax-3 : malformation de
I’axe neural avec exencéphalie,
méningoctle et spina bifida. En outre,
tous les hétérozygotes pour les diffé-
rents variants alléliques Sp présentent
des anomalies du pelage avec des
tiches blanches (white spotting) qui
pourraient avoir pour origine un
défaut de migration des mélanocytes,
dont on sait qu’ils sont dérivés de la
créte neurale. Le clonage du géne
Pax-3 a partir d’homozygotes Splotch
2H (Sp, I'un des variants alléli-
ques de splotch) ainsi que de ’ADNc
correspondant a permis d’identifier
une délétion entrainant la formation
d’une protéine privée de toute sa par-
tie COOH-terminale a partir de
I’homéodomaine [7]. Ajoutons que
chez le variant Splotch retarded (Sp), on
observe une délétion compléte du
géne Pax-3. L’ensemble de ces don-
nées montre que Pax-3 est impliqué
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de maniere déterminante dans cer-
tains aspects du développement du
tube neural. Cette conclusion est
encore renforcée par I’étude génétique
et moléculaire du syndrome humain
de Waardenburg. Ce syndrome est
transmis comme un caractere autoso-
mique dominant et se manifeste par
une surdité associée a des anomalies
de la pigmentation dont [’origine
pourrait étre due a une mutation
affectant des populations cellulaires
dérivées de la créte neurale. Or il se
trouve que Pax-3 est localisé sur le
chromosome 1 de la souris dans une
région a laquelle correspond un frag-
ment synténique qu’on trouve sur le
bras long du chromosome 2 humain.
I était donc tentant de rechercher la
présence dans cette région d’un gene
humain de type Pax: de plus, un
candidat se présentait puisque 1’un
des génes humains de type paired con-
nus, HuP2, contient un domaine pai-
red strictement identique a celui de
Pax-3 et constitue probablement
I’homologue humain de Pax-3. De
fait, la cartographie a montré que
HuP2 était dans une région identique
a celle ou avait été localisé le déter-
minant génétique du syndrome de
Waardenburg et, d’autre part,
I’analyse de plusieurs familles attein-
tes a mis en évidence l’existence,
chez les individus porteurs, de muta-
tions dans le gene HuP2 [8, 9].

Pax-6, le mutant de souris Small-eye
et ’aniridie humaine

Le geéne codant pour Pax-6 est
exprimé pendant I’embryogenese dans
certaines parties du cerveau, dans le
tube neural et dans I'ceil [10]. Il a été
localisé sur le chromosome 2 de la
souris au voisinage d’un locus, appelé
small eye et auquel correspondent plu-
sieurs mutations alléliques, qui ont
un caractere semi-dominant : en par-
ticulier, les hétérozygotes ont I’ceil
plus petit que le type sauvage. A
I’état homozygote, on constate
I’absence total d’ceil ainsi que de
cavité nasale. Pour trois mutations
alléliques du locus Sey, I’analyse molé-
culaire a montré |’existence de muta-
tions dans le géne Pax-6, entrainant
soit ’absence totale du produit du
géne (Sey®) soit la formation d’un
produit tronqué (Sey, Sey™) [11]. Il
apparait donc clairement que le locus

Sey code pour la protéine Pax-6 et les
phénotypes résultant des mutations de
ce locus, sont une illustration supplé-
mentaire du role des geénes Pax dans
le développement embryonnaire. En
outre, comme dans le cas de Pax-3,
il existe une maladie génétique
humaine, I’aniridie, dont les signes
cliniques rappellent le phénotype des
souris Sey et qui est transmise comme
un caractére autosomique dominant ;
or la localisation génétique, puis le
clonage de ’ADNc du geéne candidat
a P’origine de cette maladie ont mon-
tré que, chez deux malades apparte-
nant a des familles différentes, le
geéne Pax-6 était soit délété soit tron-
qué [12].

Un point mérite d’étre souligné qui
caractérise aussi bien les souris
mutantes que les individus malades
dans les trois cas que nous avons cxa-
minés (Pax-1, Pax-3, Pax-6): dans
tous ces cas, les mutations se mani-
festent a 1’état hétérozygote et ont
donc un effet semi-dominant. Cela
pourrait s’expliquer par une mutation
de type gain de fonction (voir ci-
dessus le cas de un) ; alternativement,
il pourrait s’agir d’un effet de dosage
génique, deux alleles actifs du gene
sauvage étant nécessaires a un déve-
loppement normal. Seule I’élucidation
complete du fonctionnement des
genes Pax permettra de trancher entre
les deux hypotheses.

Le réseau des genes Pax

Les geénes Paxr de la souris, nous
I’avons vu, ont en commun d’étre
exprimés dans le tube neural (sauf
Pax-1) et dans les structures du méso-
derme segmenté. Pour tous, I’expres-
sion a lieu tres tot durant le dévelop-
pement et dans la plupart des cas,
elle est limitée a la période embryon-
naire. L’examen détaillé du profil
d’expression tel qu’il a été réalisé
pour certains genes Pax est encore
plus suggestif de I'implication de ces
geénes dans le développement et éven-
tuellement de leurs réles complémen-
taires dans la formation de certaines
structures. Par exemple, si ’on con-
sidere le tube neural, ’expression des
différents geénes Pax qui a lieu sur
toute sa longueur a un profil bien
particulier a la fois dans le temps —
certains de ces genes étant exprimés
tres to6t au moment de D’intense

Wi,

[ =5




90

activité mitotique dans le neuro-
épithélium — et dans I’cspace puis-
que lon observe également une
expression différcnticlle de différents
génes Pax lc long de I'axe dorso-
ventral du tube neural [2].

De méme ’expression de Pax-3 dans
certaines cellules dérivées de la créte
ncurale [6] et les défauts observés
dans ces mémes ccllules chez les
mutants de souris Sploich [7] ou chez
les malades atteints du syndrome de
Waardenburg [8, 9] suggerent tres
fortement un réle de Pax-3 dans la
fonction de ces cellules. A cet égard,
il est intéressant de noter que Moasc
et Trasler [17] ont mis en évidence,
chez le mutant Splotch, un retard de
migration des cellules de la créte neu-
rale. Ils ont en outre mis a jour chez
ce mutant des altérations dc la
synthése de la protéine d’adhésion N-
CAM qui est, comme Pax-3, expri-
mée fortement dans le tube neural et
qui pourrait étre impliquéc dans lec
processus de migration cellulaire a
partir dec la créte neurale. Il est donc
tentant de supposer que I’un des roles
de Pax-3 scrait de contrdler ’expres-
sion de N-CAM [17]. L’exemple de
I’organogenese rénale est également
tres suggestif : la formation de cet
organe implique des relations
d’induction entre le canal néphritique
et le mésenchyme néphrogénique ;
or, Pax-8 et Pax-2, deux geénes expri-
més spécifiquement dans le rein
embryonnaire et qui ont par ailleurs
une grande similarité structurale, sont
exprimés l’'un uniquement dans lc
tissu répondeur (Pax-8) et 'autre a la
fois dans les tissus inducteurs et
répondeurs (Pax-2) [13].

Les propriétés régulatrices des pro-
téines Pax

La structure des protéinecs Pax avec
leur domaine paired, parfois associé a
un domaine homéo en fait des pro-
téines capables de haison spécifique
avec ’ADN et susceptibles d’agir
comme des facteurs de transcription
(4, 6, 14, 15]. Tout récemment, une
prcuve directe en a été apportée pour
Pax-5 et Pax-8 [15]. Le cas de Pax-5
est particulier puisque son identifica-
tion comme facteur de transcription
est passée par le détour de I'oursin
ct de genes codant pour les histones.
En effet, chez cet animal, un facteur

de transcription, TSAP, avait été
trouvé, contrdlant I’expression des
genes d’histone H2A-2 et H2B-2. En
cxaminant par la suite différcntes
lignées cellulaires murines et humai-
nes dans des expériences de retard
sur gel avec les séquences de recon-
naissance de TSAP, unc protéinc
ayant une activité de haison a ’ADN
et homologue de TSAP, appclée
BSAP, a été trouvée dans une lignéc
de cellules B humaine. Lc clonage
puis le séquencage de I’ADNc de
BSAP a révélé qu’il codait pour une
protéine identique a la protéine Pax-5
[3, 14] ct possédait donc un domaine
homéo, une séquence octamerc et
une séquence de 23 acides aminés
homologue de la partic NH,-termi-
nale du domaine homéo de type pai-
red, a I'instar de Pax-2 et Pax-8. Le
profil d’expression de Pax-5 est, lui
aussi, tres intéressant : chez
I’embryon ainsi que chez le feetus, il
est exprimé entre les jours 9,5 et 15
dans des régions particuliéres du cer-
veau et le long du tube neural ect,
chez I’adulte, dans les organes
lymphoides, uniquement dans les
lignages des cellules B, ct dans le tes-
ticule [14]. Enfin, un premier pas
vient d’étre fait dans I’identification
de genes cibles des protéines Pax,
puisqu’il a été montré que Pax-5 con-
trélait I’expression du gene codant
pour CD19, protéine spécifique des
lymphocytes B [14], et que Pax-8 con-
trolait D’expression de deux geénes
exclusivement exprimés dans la
thyroide [15].

Ce faisceau remarquable d’observa-
tions établit la famille des genes Pax
comme une nouvelle famille de geénes
du développement possédant des
motifs conservés dans I’évolution et
dont I’étude devrait permettre d’abor-
der, au niveau moléculaire, certains
aspects du développement embryon-
naire. Le champ qui s’ouvre ainsi est
a I’évidence tres vaste ; il va falloir
comprendre comment les génes Pax sc
situent dans le réseau de régulations
et d’activations géniques qui permet
le développement des structures dans
lesquelles ils s’expriment comme, par
exemple, le tube neural ou le rein.
Une premiere preuve du role régula-
teur des protéines Pax a été appor-
tée, mais un long chemin reste a par-
courir pour comprendre la fonction

moléculaire des différents domaines
des protéines Pax (attachcment a
I’ADN, transactivation, coopération
éventuelle avec d’autres protéincs
régulatrices, ctc.) ct identifier les
geénes dont clles modulent ’expres-
sion, concourant ainsi a la morpho-
genese des organes dans lesquelles
clles s’expriment W
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