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un maitre d’ceuvre
a multiples
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> Les genes Hox représentent une vaste famille
de facteurs de transcription qui interagissent
avec I’ADN par le biais d’un motif protéique
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et de leur position le long des complexes. Les
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conséquences phénotypiques de leur invalidation
chez la souris, caractérisées par des phénomenes
d’antériorisation ou de postériorisation du sque-

lette axial, des anomalies du systéme nerveux et

des défauts lors des processus d’organogenese,

. s . o
suscitent I'intérét de la communauté scientifique part, on observe des antériorisations, telle I’absence

depuis prés de 20 ans. Une certaine redondance de tuberculum antérieur sur la sixiéme vertébre cer-
fonctionnelle existe entre les génes Hox et les vicale qui adopte ainsi une identité semblable a celle
de la cinquiéme vertebre cervicale. D’autre part, des

phénotypes observés ont permis d’établir I'action
postériorisations sont détectées, telle la présence de

concertée des génes Hox au sommet de hiérar- . , - . .
cotes ectopiques sur la septieme vertebre cervicale

chies moléculaires controlant la spécification de o . .
qui s’apparente alors aux vertébres thoraciques [2, 3].

Iidentité cellulaire le long des axes de I"'embryon
et orchestrant le développement global de I'or-
ganisme. Malgré la démonstration des fonctions
essentielles de ces genes au cours du dévelop-
pement, la compréhension de leur mode d’action
et des mécanismes de leur régulation demeure
toujours incompléte. Le géne Hoxa5 appartient a
cette grande famille et les souris invalidées pour
ce gene présentent un large spectre d’anomalies
affectant ses différents sites d’expression au
cours du développement. <

Atrticle disponible sur le site

Hoxa5 : un incontournable de la morphogenése

De fagon analogue a celle de nombreux génes Hox,
I’inactivation du gene Hoxa5 s’accompagne de trans-
formations homéotiques affectant le squelette axial
[1]. Ces transformations sont restreintes aux régions
cervicale et thoracique supérieure (Figure 1). D’une
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La présence concomitante des deux types de trans-
formations chez les souris Hoxa5™ les distingue de la
majorité des autres mutants Hox. Le développement du
squelette appendiculaire est également affecté par la
présence d’anomalies structurales au niveau de I’acro-
mion, phénotype aussi observé chez les souris portant
une mutation au sein du géne Paxl [4]. Des analyses
génétiques menées chez les double mutants Hoxa’ ;
Paxl ont notamment révélé I'existence d’une coopé-
ration entre ces deux genes lors de la condensation
préchondrogénique de la ceinture scapulaire. Les souris
invalidées pour le géne paralogue Hoxb5 présentent
aussi des malformations des squelettes axial et appen-
diculaire, distinctes de celles associées a la mutation
Hoxa5 mais chevauchant les mémes territoires [5]. Ces
observations ajoutent la notion de complémentarité
fonctionnelle régionale des genes Hox a celle souvent
évoquée de redondance fonctionnelle [6].

Outre les défauts squelettiques, la perte de fonction
Hoxab s’illustre par une incidence élevée de mortalité
périnatale des mutants, conséquence de profondes
altérations du développement pulmonaire causant une
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détresse respiratoire (Figure 1) [7]. Une dysmorphogenése trachéale
menant @ son occlusion partielle ou totale, un processus de ramifi-
cation des voies aériennes entravé et un développement sacculaire
perturbé caractérisent I'appareil respiratoire des feetus Hoxa5™”".
Ces anomalies histologiques s’accompagnent d’une diminution d’ex-
pression de Nkx2.1 et Foxa2, deux activateurs transcriptionnels des
protéines du surfactant. Les souris survivantes a la naissance mani-
festent un élargissement des espaces aériens par suite d’un défaut
de cloisonnement des sacs alvéolaires. Cette réduction de la surface
alvéolaire est cependant compensée par une hausse de la fréquence
ventilatoire et du volume courant permettant le maintien d’une
capacité respiratoire comparable a celle des individus témoins. Ces
observations indiquent que la perte de fonction Hoxab n’est associée
a aucun dysfonctionnement des centres de contrdle respiratoire
[8]. Par ailleurs, une spécification cellulaire altérée au cours de

I’embryogenese est a origine de la localisation ina-
déquate des myofibroblastes au sein du parenchyme
et de I’hyperplasie des cellules a mucus. Ces défauts
entrainent une désorganisation des fibres élastiques
et un nombre plus élevé de cellules inflammatoires qui
rendent compte des désordres morphologiques obser-
vés dans les poumons des souris Hoxa5”~ [9]. Dans
leur ensemble, les troubles pulmonaires des souris
Hoxa5~~ établissent limportance du géne tout au long
du développement et de la maturation pulmonaires.
De plus, ils s’apparentent a ceux rencontrés dans deux
pathologies humaines, la dysplasie bronchopulmo-
naire (DBP) et la broncho-pneumopathie chronique
obstructive, considérées comme des défis majeurs
en santé publique. Une diminution de ’expression du
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Figure 1. Patron d’expression du géne Hoxa5 et phénotypes associés a sa perte de fonction chez la souris. Le panneau central (A) montre "expres-
sion du géne Hoxa) détectée chez un embryon entier au jour 12,5 de gestation a I’aide d’une sonde correspondant aux séquences codantes du gene
et reconnaissant tous les transcrits Hoxa. La région cervico-thoracique supérieure bordée par les pointillés jaunes indique le domaine d’expres-
sion spécifique du transcrit de 1,8 kb [25]. B. Au niveau du squelette axial, les souris Hoxa5~'~ présentent plusieurs transformations homéotiques
mises en évidence par la coloration au bleu d’alcian (cartilage) et au rouge d’alizarine (os). Parmi celles-ci, on observe la perte du tuberculum
antérieur sur la sixiéme vertébre cervicale (C6 ; fleche blanche du c6té droit) et I"apparition de cdtes ectopiques sur la septieme vertébre cervicale
(C7; fléche noire du coté droit) [2, 3]. C. Des anomalies au niveau de la ceinture scapulaire sont aussi détectées chez les nouveau-nés Hoxa5™"
avec le raccourcissement de ’acromion indiqué par la fleche [4]. D. Au niveau du tractus gastro-intestinal, une hyperplasie des cellules & mucus
(montrée par coloration & I’acide périodique de Schiff en rouge) est observée dans I’épithélium stomacal des individus Hoxa5~~ [12]. €. Par immu-
nohistologie comparative de la glande thyroide, une désorganisation des follicules et une distribution anormale de la thyroglobuline sont détec-
tées chez les spécimens mutants a e18,5 [11]. F-G. Au niveau de I"appareil respiratoire, la perte de fonction Hoxa5 se traduit par une diminution
de la lumiére trachéale qui peut aller jusqu’a I"occlusion totale (F). Pour leur part, les poumons des nouveau-nés Hoxa5~~ sont collapsés alors que
les saccules sont remplis de liquide (G) [7]. H. Chez les femelles Hoxa5~~, une profonde désorganisation de la glande mammaire est observée tout
au long du développement post-natal. Lors de la lactation, la taille des alvéoles est réduite avec un nombre anormalement élevé de gouttelettes

lipidiques (fléche noire) dans les cellules épithéliales, reflet d’une activité sécrétrice perturbée [14].
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gene Hoxab est notamment rapportée chez le rat nou-
veau-né dans deux modeéles expérimentaux mimant
les troubles caractéristiques de la DBP: I'exposition
a I’hyperoxie et I’administration du glucocorticoide
dexaméthasone [10].

Uinactivation du géne Hoxah lors de I'organogenese
affecte non seulement le développement pulmonaire,
mais aussi les fonctions thyroidiennes et la mor-
phogeneése de I'appareil digestif (Figure 1) [11, 12].
Dans ce dernier cas, les souris Hoxa5”~ arborent une
répartition anormale des différents types cellulaires
de I’épithélium stomacal. A Pinstar du poumon, une
hyperplasie des cellules a mucus est observée suggé-
rant une transformation homéotique de la muqueuse
stomacale vers une identité intestinale. Ces différentes
altérations, reflet d’une postériorisation, se traduisent
sur le plan fonctionnel par une diminution de I’activité
pepsinique. D’autre part, un retard dans I’acquisition
du mode adulte de digestion est retrouvé malgré I’ab-
sence d’anomalie morphologique au niveau de I'intestin
[13]. €nfin, la mutation Hoxa) affecte le développe-
ment post-natal des glandes mammaires (Figure 1)
[14]. Le tissu mammaire, sous I'influence d’hormones,
subit une séquence bien définie de modifications qui
s’échelonnent de la puberté a la parturition. Chez les
femelles Hoxa5", le développement de I’épithélium
mammaire est accéléré et ce, en 'absence de variation
substantielle du statut hormonal. Cette anticipation du
développement mammaire n’est pas exempte de consé-
quences. Une capacité amoindrie de la mere a nourrir
ses petits, reflet d’une activité sécrétrice perturbée, est
observée.

Un épithélium désorganisé représente donc un déno-
minateur commun aux atteintes des différents organes
affectés par la perte de fonction Hoxa5. Au cours du
développement, I'expression restreinte du gene Hoxab
au mésenchyme, conjuguée aux troubles observés
dans I'épithélium, soulignent le rdle instructeur du
mésenchyme et attribuent a la protéine HOXAS une
fonction prépondérante dans les interactions entre le
mésenchyme et I"épithélium. Ceci est mis en exergue
par le comportement d’un épithélium mammaire de
souris Hoxa5”" greffé en lieu et place d’un épithélium
de glande mammaire de souris témoins. Une restau-
ration architecturale et fonctionnelle de I’épithélium
mutant est alors constatée. Il est par ailleurs impor-
tant de noter que la greffe réciproque s’accompagne
d’altérations comparables a celles mises en évidence
dans I’épithélium mammaire Hoxa5”~ [14]. De plus, au
niveau de I’estomac, des modifications quantitatives et
qualitatives de I'expression de molécules signalétiques
telles que FGF10 (fibroblast growth factor-10), SHH
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(sonic hedgehog), BMP4 (bone morphogenetic protein-4), TGF-B1 et
TGF-B3 (transforming growth factor-PI et - 33) sont observées [12].
Ces données sous-entendent que le géne Hoxab gouvernerait des
processus mobilisant des facteurs diffusibles nécessaires a la spéci-
fication de I’épithélium et, conséquemment, au développement des
différents organes.

Hoxa$ : un facteur ambivalent
dans les processus de tumorigenése

Le role des génes Hox dans le maintien de I'intégrité de I'organisme
et dans les processus de surveillance cellulaire est maintenant clai-
rement établi. Le géne Hoxa5 ne fait pas exception : une diminution
de son expression est observée dans plusieurs lignées cellulaires de
tumeurs du sein et dans des carcinomes mammaires humains [15].
La contribution du géne Hoxa5 a la tumorigenése mammaire pourrait
s’expliquer par la liaison de la protéine HOXAS aux régions promotri-
ces des genes p53 (qualifié de « gardien » de I’intégrité du génome)
et hMLHI (human mutl homolog 1, impliqué dans la réparation des
mésappariements de I’ADN) pour en moduler positivement I’expres-
sion [15-16]. Par ailleurs, la protéine HOXA5 peut interagir avec la
protéine TWIST, dont la surexpression entraine une inhibition majeure
de la réponse apoptotique dépendante de p53 dans les cellules mam-
maires cancéreuses, et en atténuer action [17]. Dés lors, une baisse
d’expression du géne Hoxab dans les tumeurs du sein pourrait agir sur
p53, d’une part en favorisant une instabilité génomique et, d’autre
part, en s’opposant aux mécanismes conduisant a 'apoptose. Toute-
fois, les souris Hoxa5”" ne développent pas spontanément de tumeurs
mammaires, indiquant ainsi que cette lésion génétique n’est pas suffi-
sante pour déclencher le processus d’oncogenése mais qu’elle pourrait
conférer un état de prédisposition.

Par ailleurs, une hausse d’expression du géne Hoxab semble jouer un
role critique dans la survenue d’hémopathies malignes consécutives
a la formation d’une protéine chimérique issue du réarrangement
génique CALM-AF10 [18]. analyse des mécanismes moléculaires
sous-jacents a révélé que les leucémies induites par la protéine de
fusion CALM-AF10 nécessitent I"activation transcriptionnelle du gene
Hoxab via la méthyltransférase hDOTIL qui agit sur la lysine 79 de
I’histone H3 au locus Hoxah. Les cellules de la moelle osseuse des
souris Hoxa5™"~ sont donc résistantes a une transformation tumorale
induite par la protéine CALM-AF10 [19]. Ainsi, la perte ou I’excés de la
protéine HOXAS peut conduire a des anomalies profondes, permettant
d’envisager HOXAS comme une cible thérapeutique prometteuse dans
le traitement de certains cancers.

[l'est a noter que malgré I'importance reconnue des génes Hox, le nom-
bre de leurs cibles géniques directes et démontrées demeure restreint
[20]. Une redondance fonctionnelle ainsi que I’existence de plusieurs
cofacteurs aux propriétés modulatrices rendent la compréhension des
mécanismes d’action particulierement complexe. La caractérisation
des séquences régulatrices, des facteurs en cause et des processus
associés au controle de leur expression représente également un axe
majeur de recherche.
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Hoxa5 : intégration mécanistique et régulation génique

Les genes Hox sont activés de fagon séquentielle dans le temps et
dans I’espace selon un ordre qui refléte leur organisation le long
des complexes. Cette relation de colinéarité se concrétise par une
expression plus précoce et dans des domaines plus antérieurs le long
de I"axe antéropostérieur de I’embryon des genes situés a I'extrémité
3’ des complexes Hox alors que ceux retrouvés en 5’ s’expriment plus
tardivement et dans les régions postérieures. La régulation de I’ex-
pression coordonnée des génes Hox fait appel a une combinaison de
mécanismes distincts. Elle associe, entre autres, le remodelage de la
chromatine au niveau des complexes, la présence de régions activa-
trices « globales » situées a distance des complexes Hox et pouvant
agir sur I'expression de plusieurs geénes, et I’action de séquences
régulatrices se retrouvant au sein des complexes [21]. Ces derniéres
peuvent étre spécifiques d’un gene, partagées par des genes adjacents
ou utilisées sélectivement par différents genes Hox [22]. Par ailleurs,
des ARN non codants participent également a la régulation des génes
Hox. Des microARN sont impliqués dans la régulation post-transcrip-
tionnelle des génes Hox [23]. De longs transcrits non-codants sens et
anti-sens retrouvés tout le long des complexes contribuent pour leur
part a la régulation épigénétique de I'expression des génes Hox [24].
Ce déploiement de stratégies régulatrices souligne la nécessité d’un
controle strict de I’expression spatio-temporelle des génes Hox dans
I’accomplissement de leur rdle. Il suggere aussi que les séquences
régulatrices dispersées le long des complexes et partagées entre les
genes Hox ainsi que les longs transcrits non-codants peuvent exer-
cer une pression sélective participant au maintien de I'organisation
compacte des complexes Hox.

La régulation de I’expression du géne Hoxab obéit a plusieurs des
mécanismes cités plus haut. Plusieurs transcrits d’une taille de 1,8,
5,9 et 11 kb sont associés au locus Hoxa5 [2]. Le transcrit de 1,8 kb
est le plus abondant et correspond aux deux exons connus du gene.
Les formes plus longues proviennent, quant a elles, de 'utilisation
de promoteurs situés plus en amont et d’un épissage alternatif.

Le pofil d’expression des différents transcrits témoi-
gne d’ailleurs de leur localisation le long du complexe.
€n effet, le transcrit de 1,8 kb est exprimé des le jour
embryonnaire (e) 8,0-8,25. Il est détecté dans la région
cervico-thoracique supérieure du squelette axial, la
glande thyroide et le poumon, structures atteintes par
la perte de fonction Hoxa5 (Figure 1). Pour leur part,
les longs transcrits s’expriment plus tardivement, vers
e8,5-8,85, et de fagon restreinte a des régions plus pos-
térieures le long de "axe [25]. Le domaine d’expression
du transcrit de 1,8 kb correspond a celui de la protéine
HOXA5 suggérant qu’il pourrait étre seul responsable
de la fonction [26]. Aucun réle n’a été clairement
défini pour les longs transcrits a ce jour. Récemment,
I"existence d’un microARN, miR-130a, pouvant lier une
séquence de la région 3’ non traduite du second exon du
gene Hoxab et ainsi causer une baisse d’expression, a
été mise en évidence [27].

La présence de plusieurs transcrits associés au locus
Hoxa5 nécessite des régions de contrdle dispersées et
partagées le long du complexe. La caractérisation des
séquences régulatrices du gene Hoxab par transgenése
chez la souris a démontré que plusieurs des éléments
responsables du contrdle de I'expression du transcrit
de 1,8 kb étaient situés de part et d’autre des régions
codantes du géne, chevauchant parfois les séquences
codantes des génes Hox voisins (Figure 2) [25]. Ainsi,
on retrouve en amont du promoteur proximal une
séquence de 604 pb nommée BSC (brachial spinal cord)
pouvant diriger I’expression du transgene dans la région
brachiale du systéme nerveux central entre ell et el3
[28]. Une seconde séquence désignée T (Temporel) plus
en amont et englobant une partie du second exon du
géne Hoxaé permet de récapituler 'expression tem-
porelle précoce du gene Hoxa5 lors de I'embryogenése
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Figure 2. Représentation schématique des
Hoxa4 .. . . p
régions régulatrices modulant ’expression du
promoteur proximal du géne Hoxa5. Les génes

Hoxa4, Hoxa5 et Hoxaé sont représentés par

-

S

des rectangles jaunes (séquences transcrites),
bleus (séquences traduites) et rouges (boites
homéo). Les étiquettes T (Temporel), BSC (Bra-
chial Spinal Cord), MES (Mesoderm Enhancer
Sequence) et L/G (Lung/Gut Sequence) défi-
nissent les domaines régulateurs identifiés
[25, 28, 31]. On peut voir le profil d’expression

=

associé a chacune des régions. La séquence T

permet I’expression d’un transgene rapporteur

deés 8,25. Au jour el2,5, la séquence BSC cible I'expression dans la région brachiale du tube neural, alors que la région MES dirige I"expression dans

les dérivés mésodermiques de la région cervico-thoracique supérieure et dans les systémes digestif et urogénital. Quant a la séquence L/G, elle

permet I"expression dans le poumon (p), I’estomac (e) et Iintestin (i) a el3,5.
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[25]. €n aval du géne Hoxah, une région identifiée MES
(mesodermal enhancer sequence), couvrant 2,1 kb et
possédant les caractéristiques d’une séquence activa-
trice, dirige I"expression dans les bourgeons des mem-
bres, dans les tractus digestif et urogénital et dans la
région cervico-thoracique supérieure de la colonne pré-
vertébrale, ce dernier site correspondant au domaine
d’expression spécifique du transcrit de 1,8 kb [25]. La
région MES contient, entre autres, un élément de 164 pb
nécessaire a la restriction postérieure du domaine d’ex-
pression de ce transcrit au niveau thoracique. Cet élé-
ment peut lier les protéines CDX, régulateurs connus des
genes Hox. D’ailleurs, la mutation des sites de liaison
CDX leve la restriction postérieure de I’expression du
geéne Hoxab. Ceci illustre I’importance du contrdle
exercé par les protéines CDX sur la régionalisation de
I’expression des génes Hox [29-30]. €nfin, des séquen-
ces régulatrices additionnelles ont été identifiées a
proximité du géne Hoxa4. Ces séquences exerceraient
un role dans I’expression des génes Hoxa4 et Hoxa},
notamment dans le poumon et le systeme digestif,
suggérant un contrdle partagé [31-32]. A ce jour, la
régulation de I'expression spatio-temporelle initiée
au promoteur proximal et responsable du transcrit de
1,8 kb met en jeu des séquences couvrant plus de 14 kb
et allant du géne Hoxaé a Hoxa4. De plus, I'existence
de promoteurs distaux responsables de I’expression des
longs transcrits suggere une répartition plus vaste des
séquences responsables de I"établissement du domaine
global d’expression du gene Hoxa.

Lensemble de ces données témoigne du lien intime
existant entre I"organisation des genes Hox le long des
complexes et leur fonction développementale. Le gene
Hoxa5 fournit un paradigme a la compréhension de la
relation existant entre les processus régulateurs et les
mécanismes fonctionnels des génes Hox. ¢

SUMMARY

Hoxa5: a master gene with multifaceted roles

The Hox gene family occupies a central position in the
control of body patterning by regulating the transcrip-
tion of downstream effectors that, in turn, direct the
morphogenetic events leading to the complex body
forms along the axes. Analysis of Hox mutant mouse
lines has revealed a panoply of phenotypes indica-
tive of the broad range of Hox genes action through-
out embryonic and postnatal life. Although Hox genes
have been the subject of extensive research in the last
two decades, the comprehension of the mechanisms
involved in their regulation and function still remains
elusive. Here, we present an overview of our current
knowledge about one Hox gene family member, Hoxas.
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The phenotypic survey of Hoxa5 mutant mice has unveiled the crucial
role of this gene in regulating morphogenesis and specifying regional
identity along the embryo. A majority of Hoxad mutant pups die at
birth from defective respiratory tract. Surviving mutants present
deficient alveolar septation revealing the importance of Hoxa5 during
formation and maturation of the lung. Hoxab also participates in the
morphogenesis of the digestive tract as well as that of the thyroid and
mammary glands. Hoxab expression is restricted to the mesenchyme,
and its action appears to be mediated through the control of mesen-
chymal-epithelial interactions during organogenesis. The implication
of Hoxab in tumorigenesis has also been documented. In breast cancer,
Hoxab down-regulation may impact on p53 gene expression, contribut-
ing to the oncogenic process. In contrast, the loss of Hoxab function
limits leukaemia associated with specific chromosomal translocations.
Thus, inappropriate Hoxab gene expression may disrupt normal growth
and differentiation programs causing neoplasia. Hox gene function is
intimately linked to its correct expression. Regulation of Hoxa5 expres-
sion requires multiple cis-acting regions, some encompassing coding
sequences from neighboring genes. Moreover, it is complicated by the
presence of several transcription units. Together these data enlighten
the importance of Hox cluster organization in Hoxab function. ¢
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