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Genes sélecteurs,
identité des membres

et latéralité chez les vertébreés

P L'étude des genes homéotiques
du complexe Hox nous avait
révélé comment un plan de
développement en segments a été
conservé au cours de I'évolution.
La découverte de nouveaux
facteurs de transcription a
homéodomaine apparentés au
gene bicoide de la drosophile
révele que certains territoires de
I"embryon tiennent leur identité
de I"expression de genes des
sous-familles Otx et Pitx (Ptx).
Pitx1 semble donner leur identité
aux membres postérieurs par
rapport aux membres antérieurs
alors que Pitx2, pour sa part,
dirige le programme de
développement propre au coté
gauche des dérivés du
mésoderme latéral. <
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J. Drouin.

orsqu’on décrit le corps d'un

animal ou de I"homme, ce

qui ressort d’abord, c’est la

symétrie: les coOtés droit et

gauche ont les mémes pro-
portions et sont des images en miroir
I"'un de l'autre. L’homme dans un
cercle de Da Vinci illustre bien ceci
(figure 7). En y regardant de plus pres
toutefois, on constate que la symétrie
droite-gauche contraste avec l’asy-
métrie compléte au niveau des deux
autres axes: la téte, les pieds, le
ventre, le dos ne révelent pas de plan
commun. De plus, I'apparente symé-
trie droite-gauche cache des viscéres
largement asymétriques. La détermi-
nation des axes représente donc un
des événements les plus précoces du
développement embryonnaire et,
bien que I'on connaisse maintenant
des régulateurs (ligands, récepteurs
ou facteurs de transcription) associés
au développement des structures asy-
métriques ou symétriques, les signaux
originaux qui déterminent ces événe-
ments demeurent mal compris. Par
exemple, on a récemment suggéré, a
la suite de l'inactivation d’un com-
plexe moteur a kinésine, qu’un mou-
vement ciliaire orienté vers la gauche
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au niveau du nceud lors de la gastru-
lation puisse établir |"asymétrie
droite-gauche par une distribution
asymétrique de ligand [1]. Quoi qu’il
en soit, plusieurs signaux constitués
de ligands et de leurs récepteurs ont
été associés a la mise en place des
axes antéro-postérieur, dorso-ventral
et plus récemment droit-gauche. De
plus, une fois les axes établis, leur
identité doit étre maintenue tout au
long du développement embryon-
naire pour assurer la spécificité des
événements morphogénétiques
propres a chacun des territoires
embryonnaires. On a récemment
identifié des facteurs de transcription
dont I'un des roles semble étre de
définir, au niveau moléculaire,
Iidentité de grands territoires
embryonnaires. Plusieurs d’entre eux
appartiennent a la famille paired des
genes a homéodomaine (HD) et plus
particulierement aux sous-familles
Otx et Pitx (Ptx) dont la spécificité de
reconnaissance de I’ADN est sem-
blable a celle du gene bicoide de la
drosophile. Ces familles de genes et
leurs propriétés transcriptionnelles
ont été décrites récemment dans
médecine/sciences [2].
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Figure 1. Symétrie et asymétrie. Le dessin de I'homme de Léonard de Vinci
révéle bien les proportions simples et la symétrie du corps des vertébrés. La

symétrie apparente des cétés droit

et gauche dissimule toutefois des vis-

ceres asymeétriques et le développement le long des axes antéro-postérieur
et dorso-ventral est completement asymétrique.

Genes sélecteurs
et domaines dans I'axe
antero-postérieur (A/P)

Alors que l'on connait depuis long-
temps le réle de bicoide dans la
détermination de l’extrémité anté-
rieure de I'embryon de drosophile, ce
n‘est qu’il y a quelques années qu’un
premier géne apparenté, Otx2, a été
impliqué dans un rbéle semblable
chez les mammiferes [3, 4]. En effet,
Otx2 est I'un des deux genes (I’autre
est Lim1-Lhx1) dont le role est asso-
cié a la fonction «d’organisateur de
la téte» [3, 4]. C'est Spemann lui-
méme qui avait postulé |’existence
d’un tel organisateur, a I'image de
celui qui porte son nom et qui pré-
side a la détermination du méso-
derme lors de la gastrulation [5].
Autant I'expression restreinte d’Otx2
au niveau des structures préchordales
que son role essentiel pour le déve-
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loppement du télencéphale et du
mésencéphale indiquent que ce geéne
définit le domaine rostral de
I'embryon. Ce domaine est antérieur
a ceux qui, a partir du rhombencé-
phale, sont marqués par |’expression
successive des genes du complexe
Hox au niveau moléculaire, par des
structures en segments (rhombomeres
et somites) au niveau morphologique
[6]. On a d’abord cru que |'expres-
sion des genes Hox pourrait suffire a
définir I'identité de toutes les struc-
tures associées aux segments définis
par les somites. Toutefois, ces genes
ne semblent pas suffire pour marquer
I'identité de tous les domaines de
I'embryon et d’autres genes, dits
sélecteurs, semblent déterminer cer-
tains grands domaines embryon-
naires.

A l'image d’Otx2 pour la téte, un
autre géne de la classe bicoide, Pitx1
(Ptx1) semble essentiel pour conférer

une identité au domaine postérieur
de I’embryon [7, 8]. Ainsi, au cours
du développement embryonnaire,
I'expression de Pitx1 est restreinte au
mésoderme de la lame latérale (mll)
de la moitié caudale de I'embryon [7]
et, dans les membres, il en résulte
une expression restreinte aux
membres postérieurs. Ainsi, ce géne
sélecteur de la moitié postérieure du
mll pourrait conférer au moins une
part de leur identité aux membres
postérieurs [8-10].

L’inactivation du géne Pitx1 chez la
souris a montré que cette spécificité
d’expression reflete un role de Pitx1
dans la spécification de I'identité des
membres [8]. En effet, les pattes
arriere de ces souris ont des os dont
I’apparence est semblable dans une
certaine mesure a celle des os des
pattes avant (figure 2, A, B). La perte
de la fonction Pitx1 empéche donc le
développement de structures caracté-
ristiques des membres postérieurs: ne
s'agit-il que de cela ou d’une transfor-
mation en membres antérieurs ¢ Cette
question demeure sans réponse
puisqu’il est possible que le plan de
développement des membres anté-
rieurs reflete en partie une fonction
par défaut. Cette notion ne peut cer-
tainement pas a elle seule expliquer
I"identité des membres car deux
geénes apparentés a Brachyury, les
genes Tbx4 et Tbx5, dont I’expression
est restreinte respectivement aux
membres postérieurs et antérieurs
[11], peuvent changer le caractere
des membres lorsque leur expression
est forcée dans les membres qui ne
les expriment pas normalement [12].
Des études de gain-de-fonction ont
placé Tbx4 en aval de Pitx1 dans la
hiérarchie des génes qui donnent leur
identité aux membres postérieurs
[13]. Bien que nous ne sachions pas
si un autre gene se situe en amont de
Tbx5 dans les membres avant, et
peut-étre dans le mll rostral, il semble
que l'expression de PitxT dans le mll
caudal donne a ce geéne son role de
sélecteur de l'identité propre a ce
domaine embryonnaire et, en particu-
lier, aux membres postérieurs.

Latéralisation
et asymeétrie
gauche/droite

Un autre géne de la famille Pitx, Pitx2,
est exprimé de facon asymétrique dans
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Figure 2. Transformation squelettique des pattes arrieres chez la souris déficiente en Pitx1. L’inactivation du géne
Pitx1 modifie le développement du squelette des pattes arriére de telle sorte qu’elles ressemblent superficiellement
aux pattes avant. A. Préparation squelettique des pattes de souris hétérozygotes () et homozygotes (*-) porteuses
de la mutation d’inactivation du gene Pitx1. Ces préparations squelettiques sont colorées au bleu d’alcian (cartilage)
et au rouge d’alizarine (os). Au niveau des os pelviens, on note I"'absence d’ilion dans les pattes des mutantes. B. De
plus, tibias et péronés sont de diamétre semblable chez les mutants, ce qui les fait ressembler a des radius et a des
cubitus des membres antérieurs. C. Le développement du fémur est perturbé chez les mutants et cet effet est plus
marqué du cété droit. D. La plupart des cartilages du genou sont absents chez les souris mutantes, ce qui donne a
cette articulation une allure semblable a celle des pattes avants (coude).

le mll [14]. Bien qu’il soit exprimé de
facon bilatérale dans le neuroépithé-
lium et les myotomes, Pitx2 n’est en
effet exprimé que dans le mll du coté
gauche. Pitx2 marque donc par cette
expression un domaine du mll dans
lequel il semble jouer un réle de
sélecteur. Cette expression asymé-
trique est corrélée avec le développe-
ment a gauche du cceur et d’autres
organes internes puisqu’elle est inver-
sée chez des souris porteuses de la
mutation inv, qui résulte en un situs
inversus, et qu’elle est aléatoire chez
les souris porteuses de la mutation iv
[14]. L'inactivation du gene Pitx2 chez
la souris, qui provoque un isomérisme
droit des poumons [15-17], n’a toute-
fois pas d'effet aussi important sur la
position du ceeur, bien que la rotation
de I’'embryon et le développement car-
diaque soient affectés. Chez le poulet,
I'infection du mll droit a I'aide d’un
rétrovirus surexprimant Pitx2 pro-
voque le développement d'un cceur
symétrique [18], semblable a celui
induit par |'expression bilatérale de
nodal [19]. La surexpression a droite
de Pitx2 peut également inverser les
recourbements de l|’intestin. En
somme, la mise en place de Pitx2 dans

le mll gauche détermine la morphoge-
nése des structures qui en dérivent. Il
est intéressant de noter que I'expres-
sion restreinte de Pitx1 et Pitx2, res-
pectivement dans le mll postérieur et
gauche, crée deux quadrants différents
au niveau postérieur. Cette observa-
tion pourrait fort bien expliquer pour-
quoi les membres postérieurs droit des
embryons déficients en Pitx1 sont fré-
quemment beaucoup plus affectés
que les membres postérieurs gauche
(figure 2C) dans lesquels I'expression
de Pitx2 pourrait jouer un role com-
pensateur partiel [8]. L'expression des
genes Pitx dans des sous-domaines du
mll, la moitié postérieure pour Pitx1 et
la moitié gauche pour Pitx2, influence
donc de facon déterminante le déve-
loppement et la morphogenése des
structures qui dérivent plus tard de ce
mésoderme.

Quels sont les signaux qui déclen-
chent I'expression des genes Pitx eux-
mémes dans le mll? Nous n’en
connaissons aucun pour Pitx] mais
une cascade de signaux ont été iden-
tifiés pour la mise en place de Pitx2.
Comme cela a été mentionné dans
I"introduction, il se pourrait qu’un
mouvement ciliaire orienté vers la

gauche dans le nceud (lors de la gas-
trulation) produise I’asymétrie initiale,
chez la souris au moins. Ce mouve-
ment du liquide nodal entrainerait un
ou des ligand(s) qui met(tent) en route
une cascade de signaux dont I’abou-
tissement serait |'expression de nodal,
une molécule sécrétée de la famille
TGFB, dans le mll gauche. Par la
suite, nodal induit Pitx2 dans toute la
lame latérale gauche dans laquelle ce
facteur de transcription assume le
role d’effecteur de la latéralisation.

Nodal et Pitx2 sont les deux régula-
teurs de la latéralisation gauche-droite
dont I'expression et le role ont été
montrés et sont conservés chez plu-
sieurs espéces [14]. Nous connaissons
plusieurs signaux responsables de
I'induction de nodal chez le poulet
mais il ne semble pas que ces signaux
soient nécessairement conservés chez
la souris. La figure 3 représente
I'essentiel des signaux identifiés dans
I'embryon de poulet. Ainsi, initiale-
ment, ce serait la restriction de
I'expression de sonic hedgehog (Shh)
du coté gauche du nceud qui amorce-
rait la cascade des signaux de ce coté
dans le mésoderme adjacent [14].
Cette restriction serait due a la pré-
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Figure 3. Voie de signalisation contré-
lant la latéralisation du mésoderme
de la lame latérale chez le poulet. Au
niveau du nceud de Hensen, la pré-
sence de sonic hedgehog (Shh) du
cOté gauche serait responsable de
I'induction de Caronte, une molécule
apparentée a Cerberus, dans le méso-
derme paraxial gauche. Cette molé-
cule servirait de relais pour I'induction
de nodal dans le mésoderme de la
lame latérale gauche. L’induction de
nodal semble se faire par répression
de l'action des répresseurs que sont
les molécules de la famille BMP.
Nodal, un membre de la famille TGF(,
induit I'expression du facteur de trans-
cription Pitx2 dans tout le mésoderme
latéral gauche et celui-ci semble res-
ponsable de l’'exécution du pro-
gramme de développement spéci-
fique au cété gauche. Du cété droit, la
présence d’activine active la produc-
tion de Fgf8 qui lui, bloque la cascade
de signalisation gauche par répres-
sion de Caronte. Nodal et Pitx2 sont
les seules molécules spécifiques au
cété gauche dont I'expression a été
montrée chez plusieurs espéces. Une
autre molécule apparentée a nodal,
lefty-2, semble jouer un réle sem-
blable chez la souris mais ce géne
n’est pas présent chez le poulet.
Quant a lefty-1, il joue un réle de bar-
riére au niveau de la ligne médiane,
autant chez le poulet que chez la sou-
ris, pour assurer que les signaux spé-
cifiques au coté gauche n’affectent
pas le mésoderme du cété droit.

sence d’activine du co6té droit du
nceud de Hensen qui inhibe la pro-
duction Shh de ce coOté et qui active la
production de Fgf8 a droite. Le Fgf8
empécherait I’expression du gene
Caronte (Car), un membre de la
famille Cerberus [20, 21], alors que
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Shh en induirait la production dans le
mésoderme paraxial a gauche du
nceud. Caronte serait alors I'initiateur
du programme de développement
gauche puisque, en inhibant I’action
des facteurs BMP (bone morphogene-
tic proteins) sécrétés de ce coté, il per-
met I'expression de nodal dans le mll
et I'induction subséquente de Pitx2
[14]. Chez le poulet, une cascade
assez clairement définie relaie donc le
signal du noeud (Shh) vers le méso-
derme paraxial (Caronte) et le mll
(nodal) ol Pitx2 prendra alors charge
de I’exécution du programme
« gauche-spécifique» de morphoge-
nese (figure 3). Certains éléments de
ce programme sont toutefois uniques
au poulet [14]: en effet, Shh ne
semble pas impliqué dans la latéralisa-
tion du noeud chez la souris [22], alors
qu’une autre molécule de la famille
TGFB, lefty-2, semble jouer un role
redondant a celui de nodal dans le mll
gauche. Toutefois, dans les deux
especes, |'expression du gene lefty-1
au niveau de la ligne médiane (sillon
primitif) semble isoler les programmes
génétiques gauche et droit du mll en
empéchant la propagation a droite des
signaux propres au mll gauche [20,
21]. Deux questions clés demeurent:
quels sont les mécanismes/signaux ini-
tiateurs de la cascade de signaux de
latéralisation et comment le facteur de
transcription Pitx2 accomplit-il son
role d’effecteur morphogénétique ?

| Perspectives

L’identification des génes Pitx1 et
Pitx2, et celle de leur fonction dans
I'identité de différents territoires du
mll, souléve des questions nouvelles
a propos du plan de développement
des vertébrés et de son évolution [9].
Il 'y a certainement d’autres genes,
parmi lesquels peut-étre Pitx3 [23],
dont la fonction nous est encore
incomprise mais dont I’étude offre
des perspectives excitantes de décou-
verte a tous ceux que la beauté du
développement séduit m
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Summary

Selector genes, limb identity and laterality in vertebrates

Early in the development of the
embryo, the primary axes are defined
morphologically and at the molecular
level. The recent discovery of verte-
brate homeodomain-containing trans-
cription factors related to drosophila
bicoid has revealed that many of
these factors play a role in specifica-
tion of identity for large embryonic
fields. Whereas Otx2 was previously
shown to confer identity to the most
rostral neuroepithelium and has been
postulated to play a role in the head
organizer function, the recently identi-
fied genes Pitx1 and Pitx2 behave as
determinants of posterior and left late-
ral plate mesoderm, respectively.
Pitx1 thus appears to be at the head of
a regulatory cascade for specification

of hindlimb identity. This cascade
includes Tbx4, a brachyury-related
gene, expressed only in hindlimbs in
contrast to the related Thx5 gene
which appears to play a similar role in
forelimbs. Pitx2 is uniquely expressed
in the left lateral plate mesoderm and
appears to be the transcriptional effec-
tor for development of asymmetric
internal organs such as the heart, sto-
mach, intestine and lungs. Its expres-
sion in the left lateral plate mesoderm
is under stringent control of a regula-
tory cascade that has been best defi-
ned in chicken. The discovery of the
Pitx genes has provided the first mole-
cular insight into the mechanisms for
the development of non-symmetrical
structures in vertebrates.

Cours de Biologie Moléeculaire de la Cellule
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