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Résumé

Le géne Hoxa5 fait partie de la famille des génes Hox, qui codent pour des facteurs de
transcription essentiels au développement normal de l'embryon. II est connu que ce géne
exerce un réle crucial dans la spécification régionale du squelette et dans l'organogenése des
systémes respiratoire et digestif chez la souris. La présente étude a permis de montrer que le
géne Hoxa) est également nécessaire a la morphogenése de la glande thyroide. Son absence
entraine en effet, chez les souris homozygotes mutantes, différents phénotypes post-natals
caractéristiques de I'hypothyroidie. De plus, l'organisation structurale de la glande thyroide
et I'expression de plusieurs génes impliqués dans la régulation et la fonction thyroidiennes
sont perturbées a certains stades du développement chez les souris homozygotes mutantes
pour la fonction HoxaJ5. Bien que les mécanismes moléculaires par lesquels le géne Hoxaj
exerce son action sur la glande thyroide restent & éwe élucidés, cette étude souligne
I'importance de ce géne dans le développement des organes glandulaires.
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Chapitre 1

Introduction

L’étude du développement embryonnaire s’est longtemps limitée 4 la description des
modifications morphologiques se produisant de la fécondation a la naissance. Les
embryologistes soupgonnaient cependant I’existence de mécanismes moléculaires complexes
controlant le développement. En effet, dés 1894, W. Bateson avait observé la présence de
transformations bien particuliéres chez diverses espéces végétales et animales. Ces
transformations dites homéotiques modifiaient I’identité de certaines régions anatomiques,
transformant une partie en une autre (Bateson, 1894). Les premiéres observations indiquant
que le développement pouvait étre controlé par des génes spécifiques remontent a 1923,
lors de la découverte par C.B. Bridges et T.H. Morgan de mutations homéotiques chez la
mouche Drosophila melanagaster (Bridges et Morgan, 1923). Les travaux réalisés par E.B.
Lewis & partir des années 50 ont par la suite mis en évidence I'existence de génes
homéotiques sélecteurs responsables de la formation de certaines régions de la mouche
(Lewis, 1978). Ce n’est cependant qu’au début des années 80, avec I’avénement des
techniques de la biologie moléculaire, que la caractérisation moléculaire de ces génes
homeéotiques sélecteurs a pu étre réalisée.



1.1 Les génes homéotiques de la drosophile

1.1.1 Caractéristiques

Les premiers génes homéotiques ont été clonés chez la mouche Drosophila melanogaster
(drosophile) en 1983, grice a I'utilisation des techniques de marche chromosomique et de
microdissection de bandes sur des chromosomes polyténes géants (Bender et al., 1983;
Garber et al., 1983; Scott et al., 1983). La caractérisation moléculaire de ces génes, et plus
particuliérement 1’analyse du géne Antennapedia, a ensuite conduit & la découverte de la
boite homéo, une séquence d’ADN de 183 paires de bases commune & tous les génes
homéotiques et retrouvée également chez plusieurs autres génes impliqués dans le
développement de la drosophile (McGinnis et al., 1984a).

La boite homéo code pour le domaine homéo, une séquence protéique de 61 acides aminés
responsable de la liaison des protéines homéotiques a2 I’ADN. Les approches de
cristallographie de diffraction des rayons X (Kissinger et al., 1990) et de spectroscopie de
résonance magnétique nucléaire (RMN; Qian et al., 1989; Otting et al., 1990) ont permis de
déterminer la structure tridimensionnelle du domaine homéo. Ces analyses ont montré que le
domaine homéo est constitué de trois hélices o bien définies (I, II et III, correspondant
respectivement aux résidus 10-21, 28-38 et 42-52) et d’une quatriéme hélice plus flexible
(IV, résidus 53-59). Les hélices o II et III forment un motif hélice-boucle-hélice similaire a
celui retrouvé chez certaines protéines régulatrices procaryotes, notamment les protéines
Cro et les répresseurs du bactériophage A (Qian et al., 1989). Ce motif hélice-boucle-hélice
est caractéristique des facteurs de transcription se liant & I’ADN au niveau du sillon majeur.

Dans le cas des protéines homéotiques, la reconnaissance de séquences spécifiques au
niveau du sillon majeur de I’ADN s’effectue via les hélices III et IV, alors que les hélices I et
[T ont pour fonction de stabiliser I’interaction entre les protéines et I'ADN (Gehring et al,,
1994). La séquence consensus reconnue par le domaine homéo est ATTA/TAAT (Hoey et
Levine, 1988). Cette séquence de reconnaissance est cependant trop courte et beaucoup
trop commune dans le génome pour assurer seule la spécificité biologique des différentes
protéines homéotiques. De plus, certaines protéines homéotiques impliquées dans des
processus développementaux totalement différents possédent des sites préférentiels de
liaison identiques (Wilson et Desplan, 1999). Une des explications possibles est que la



spécificité biologique des protéines homéotiques est assurée par les nucléotides adjacents a
la séquence consensus au niveau des génes cibles. Une autre possibilité est 1’existence
d’interactions protéine-protéine permettant d’augmenter la spécificité et la stabilité des
liaisons entre les protéines homéotiques et leurs génes cibles. Plusieurs études ont d’ailleurs
confirmé |’existence de telles interactions protéine-protéine, notamment avec les facteurs de
transcription Exd chez la drosophile et Pbx chez les mammiféres (Mann et Chan, 1996;
Wilson et Desplan, 1999).

Les huit génes homéotiques de la drosophile sont regroupés en deux complexes situés sur le
chromosome 3 (Figure 1.1). Le complexe Antennapedia (Antp) comprend les génes labial
(lab), proboscipedia (pb), Deformed (Dfd), Sex combs reduced (Scr) et Antennapedia
(Antp). Le complexe bithorax (BX-C) comprend les génes Ultrabithorax (Ubx), abdominal-
A (abd-A) et Abdominal-B (Abd-B). Les complexes Antennapedia et bithorax constituent
collectivement le complexe homéotique HOM-C de la drosophile. Une des caractéristiques
du complexe HOM-C est la relation de colinéarité qui existe entre 1’ordre des génes le long
du complexe et leur profil d’expression spatio-temporel. En effet, les génes situés en 3’ le
long du chromosome s’expriment plus t6t au cours de I’embryogenése et sont requis pour le
développement des segments antérieurs du corps de I’embryon, alors que les génes situés en
5’ s’expriment plus tard et sont nécessaires au développement des segments postérieurs
(revue par McGinnis et Krumlauf, 1992). De plus, |’expression de chaque géne homéotique
chez la drosophile est restreinte 2 un domaine bien précis de I’axe antéro-nostérieur (Gilbert,
1996).

1.1.2 Fonction

Chez la drosophile, les génes homéotiques sont responsables du positionnement approprié
des structures le long de 1'axe antéro-postérieur de I’embryon en développement. Les
mutations affectant ces génes modifient I’identité de diverses régions anatomiques, causant
ainsi certaines des transformations homéotiques décrites auparavant par Bateson (revue par
McGinnis et Krumlauf, 1992). Les mutations Ultrabithorax et Antemnapedia sont
certainement les plus connues. La mutation Ultrabithorax provoque la transformation du
troisiéme segment thoracique, normalement caractérisé par la présence d’haltéres, en
deuxiéme segment thoracique. Cette transformation entraine I’apparition d’une paire d’ailes
supplémentaire sur le dos de la mouche (Lewis, 1978). Dans le cas de la mutation



Antennapedia, les disques imaginaux de la téte acquiérent une identité thoracique, ce qui
provoque |’apparition d’une paire de pattes a la place des antennes (Schneuwly et al.,
1987).

Etant donné le réle crucial joué par les génes homéotiques au cours du développement
embryonnaire et considérant le fait que la séquence de la boite homéo se retrouve chez
plusieurs autres génes impliqués dans le développement de la drosophile (McGinnis et al.,
1984a), il était possible d’envisager I’existence de génes semblables chez d’autres espéces
animales. En utilisant la boite homéo de type Antennapedia de la drosophile comme sonde,
d’autres génes contenant cette séquence ont d’ailleurs été identifiés chez plusieurs espéces,
notamment chez la grenouille, le poulet, la souris et I'homme (McGinnis et al., 1984b). La
conservation de la séquence de la boite homéo tant chez les invertébrés que chez les
vertébrés suggére un rdle majeur pour les génes homéotiques au cours de 1’évolution.



Figure 1.1 Organisation du complexe HOM-C de la drosophile et des
quatre complexes Hox de ia souris.

Les huit génes homéotiques de la drosophile font partie du complexe HOM-C, qui est
constitué des complexes Antennapedia (Antp) et bithorax (BX-C). Les 39 génes Hox de la
souris sont regroupés en quatre complexes situés sur des chromosomes différents. Une
relation de colinéarité existe entre l'ordre des génes le long des complexes HOM-C et Hox et
leur patron d'expression spatio-temporel. Les génes situés en 3' des complexes s'expriment
tot au cours de I'embryogenése et dans des domaines antérieurs du corps de l'embryon, alors
que les génes situés en 5' s'expriment plus tard et dans des domaines plus postérieurs.
L'alignement vertical des génes appartenant aux différents complexes définit les treize sous-
familles de génes Hox (groupes paralogues) et montre 'homologie qui existe entre ces sous-
familles et les génes homéotiques de la drosophile. Les chiffres entre parenthéses indiquent
les chromosomes sur lesquels se retrouvent le complexe HOM-C de la drosophile et les
complexes Hox de la souris. La fléche 5’ — 3' indique le sens de la transcription des génes.
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1.2 Les génes Hox de mammaiféres
1.2.1 Caractéristiques

Les génes Hox de mammiféres possédent une boite homéo de type Antennapedia. Ils sont au
nombre de 39 et sont regroupés en quatre complexes (HoxA, HoxB, HoxC et HoxD) situés
sur des chromosomes différents (Figure 1.1). Chez la souris, ces complexes se retrouvent
sur les chromosome 6, 11, 15 et 2 respectivement. Tout comme les génes homéotiques, les
génes Hox codent pour des facteurs de transcription se liant 3 PADN au niveau de la
séquence consensus ATTA/TAAT (revue par McGinnis et Krumlauf, 1992).

Le complexe HOM-C de la drosophile et les quatre complexes Hox des mammiféres sont
trés similaires, tant au niveau de leur séquence que de leur organisation. De plus, tel que
mentionné 4 la section 1.1.2, des génes homéotiques possédant une boite homéo de type
Antennapedia se retrouvent aussi chez plusieurs autres espéces d’invertébrés et de vertébrés
(McGinnis et al., 1984b). Cependant, alors que chez les vertébrés les génes Hox sont
regroupés en plusieurs complexes, chez les invertébrés, ils se retrouvent sur le méme
complexe. Chez 'amphioxus, par exemple, il existe au moins dix génes homéotiques
regroupés en un seul complexe (Garcia-Fernandez et Holland, 1994), alors que chez les
nématodes, tel Caenorhabditis elegans, I'unique complexe homéotique ne comporte que
quatre génes (Biirglin et Ruvkun, 1993; Salser et Kenyon, 1994). Il est intéressant de noter
que le complexe homéotique retrouvé chez 1’amphioxus, un petit animal marin primitif
appartenant au sous-embranchement des céphalocordés, est trés similaire aux complexes
Hox des vertébrés; le groupe des céphalocordés est d’ailleurs trés rapproché des vertébrés
au plan phylogénétique (Garcia-Fernandez et Holland, 1994). Des analyses phylogénétiques
réalisées par Zhang et Nei (1996) chez les nématodes, la drosophile, I’amphioxus, la souris
et ’homme ont d’ailleurs permis de démontrer que tous les génes homéotiques proviennent
d’un géne ancestral unique qui se serait dupliqué pour la premiére fois il y a environ un
milliard d’années. Les duplications subséquentes de génes ont ensuite mené A la formation
d’un complexe composé d’une dizaine de génes; ce complexe ancestral existait avant que les
amphioxus ne divergent des vertébrés. Enfin, les quatre complexes Hox sont apparus a la
suite de deux événements de duplication de ce complexe ancestral qui se sont produits trés
tét au cours de I’évolution des vertébrés. L’apparition de ces quatre complexes de génes



Hox a certainement contribué 4 I’évolution des vertébrés en organismes complexes (Zhang et
Nei, 1996; Holland et Garcia-Fernandez, 1996).

Puisque les génes Hox sont apparus a la suite de duplications de génes et de complexes
ancestraux, il n’est pas surprenant de constater qu'’il existe de nombreuses similitudes entre
ces génes tant au niveau de leur séquence que de leur fonction. Chez les mammiferes,
I’homologie des séquences protéiques permet de regrouper les génes Hox codant pour des
protéines similaires en treize sous-familles, les membres de chaque sous-famille étant
appelés paralogues (Figure 1.1). Par exemple, les paralogues de la sous-famille 4 sont
Hoxa4, Hoxb4, Hoxc4 et Hoxd4. 11 faut cependant noter que la plupart des sous-familles ne
contiennent que deux ou trois paralogues. Une grande homologie est également observée
entre les huit génes homéotiques du complexe HOM-C et les sous-familles de génes Houx
(Figure 1.1). Le géne labial, par exemple, présente une forte homologie avec les génes de Ia
sous-famille 1, alors que le géne Sex combs reduced peut étre associé a la sous-famille 5
(revue par Kessel et Gruss, 1990; revue par Krumlauf, 1994).

La relation de colinéarité existant entre |'organisation des génes Hox le long des complexes et
leur profil d’expression au cours du développement est semblable a celle observée au niveau
du complexe HOM-C (section 1.1.1). Cependant, alors que chez la drosophile I’expression
de chaque géne homéotique est restreinte & un domaine bien défini de I’axe antéro-postérieur,
chez les mammiféres |’expression des génes Hox s’étend de la région postérieure de
’embryon jusqu’a une frontiére antérieure trés nette au niveau du systéme nerveux central,
du squelette axial et de certains organes. Plus les génes sont situés en 5’ le long des
complexes, plus leur limite antérieure d’expression se situe dans les régions postérieures de
’embryon. De plus, chez les mammiféres, I’expression des génes Hox se chevauche de telle
sorte que certaines régions expriment une combinaison de génes Hox. Cette observation a
permis de proposer un code Hox qui définirait la position et I’identité de chaque cellule le
long de I’axe antéro-postérieur en fonction de la combinaison des génes Hox exprimés au
niveau de ces cellules (Kessel et Gruss, 1991).

1.2.2 Fonction

Afin de déterminer le role des génes Hox au cours du développement embryonnaire des
mammiféres, de nombreuses analyses génétiques de perte ou de gain de fonction ont été



réalisées chez la souris. Ces expériences ont permis de démontrer que les génes Hox, tout
comme les génes homéotiques chez la drosophile, sont essentiels au développement normal
de ’embryon. En effet, de nombreuses transformations homéotiques au niveau du squelette
axial ainsi que des anomalies au niveau du squelette appendiculaire et de divers organes sont
observées chez les souris homozygotes mutantes pour différents génes Hox (revue par Stein
et al., 1996). De plus, certaines maladies humaines sont associées a des mutations de génes
Hox. C’est le cas notamment de la mutation du géne humain HOXDI3 qui cause la
synpolydactylie, une malformation des doigts (Muragaki et al, 1996). Les différents
phénotypes causés par [’absence de divers génes Hox chez I’humain et la souris indiquent
donc que ces génes sont nécessaires a la spécification du squelette et au développement des

organes.
1.2.2.1 Spécification du squelette

Le squelette axial, formé des os de la téte, de la colonne vertébrale et du thorax, se développe
4 partir des cellules du mésoderme somitique qui apparaissent chez I’embryon au moment
de la gastrulation (vers le huitiéme jour de gestation chez la souris). Le squelette
appendiculaire, qui comprend les os des membres supérieurs et inférieurs, se développe
quant 4 lui & partir du mésoderme des lames latérales. L’expression des génes Hox a été
détectée, par hybridation in situ, au niveau des somites et des structures embryonnaires
intermédiaires (sclérotomes, prévertébres) qui donneront naissance au squelette axial chez
I’adulte (revue par Holland et Hogan, 1988). L’expression de ces génes a également été
détectée dans les membres en développement, d’abord au niveau des cellules du mésoderme
des lames latérales, puis dans les cellules cartilagineuses en différenciation et finalement dans
le périchondre entourant le cartilage (Izpista-Belmonte et Duboule, 1992). Le profil
d’expression spatio-temporel des génes Hox au niveau du squelette axial et du squelette
appendiculaire respecte la régle de colinéarité décrite précédemment (sections 1.1.1 et 1.2.1).
Il n’est donc pas étonnant de constater que les mutations des génes Hox chez la souris
entrainent souvent des transformations homéotiques le long de 1’axe antéro-postérieur du
squelette ainsi que diverses anomalies des membres (revue par Stein et al., 1996).

Les mutations des génes Hox chez la souris peuvent conduire & la postériorisation et/ou 2
|’antériorisation de divers segments du squelette axial. Par exemple, chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxd3, I’antériorisation des vertébres cervicales Cl1
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(atlas) et C2 (axis) transforme |’atlas en extension de 1'os baso-occipital du créne, alors que
I’axis acquiert certaines caractéristiques de I’atlas (Condie et Capecchi, 1993). De son c6té,
la mutation du géne HoxaJ provoque, entre autres, la transformation de la vertébre cervicale
C7 en vertébre thoracique T1 (postériorisation) ainsi que la transformation de la vertébre
cervicale C6 en C5 (antériorisation; Jeannotte et al., 1993). Enfin, chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxall, la postériorisation de la vertébre
thoracique T13 et |’antériorisation de la région sacrée entrainent l’apparition de deux
vertébres lombaires supplémentaires (Small et Potter, 1993).

Les mutations des génes Hox peuvent également entrainer I'apparition d’anomalies au
niveau du squelette appendiculaire. C’est le cas notamment de la mutation du géne Hoxd!3
qui affecte le développement des membres antérieurs et postérieurs. Chez les souris
homozygotes mutantes pour ce géne on observe, entre autres, un raccourcissement des
doigts des membres antérieurs et postérieurs, des déformations des phalanges et des os
métacarpiens et métatarsiens, une absence de phalangines au niveau des certains doigts, des
fusions entre les os métacarpiens et phalangiens et [’apparition d’un doigt rudimentaire
supplémentaire (Dollé et al., 1993). Chez les souris homozygotes mutantes pour le géne
Hoxal I, on observe des malformations au niveau des os carpiens, notamment la fusion des
os pisiforme et pyramidal, un élargissement des os des membres antérieurs (cubitus et
radius) et postérieurs (tibia et péroné) et des malformations des malléoles a I’extrémité
inférieure du tibia et du péroné (Small et Potter, 1993).

En résumé, les nombreuses transformations homéotiques et anomalies observées au niveau
du squelette axial et appendiculaire chez les souris homozygotes mutantes confirment que
les génes Hox sont de véritables génes homéotiques de mammiféres (revue par Krumlauf,
1994). De plus, il est intéressant de noter qu’il existe une corrélation entre le profil
d’expression spatio-temporel des génes Hox et les régions qui sont affectées par I’absence
de ces génes. En effet, les transformations homéotiques et les anomalies observées dans les
régions antérieures du squelette axial et des membres sont causées par les mutations de
génes situés en 3’ des complexes, alors que les mutations de génes situés en 5’ des
complexes affectent les régions postérieures du squelette axial et des membres.
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1.2.2.2 Organogenése

Bien que les génes Hox soient principalement connus pour le rdle capital qu’ils exercent au
cours du développement du squelette, leur implication dans la formation des organes est de
plus en plus reconnue. L’expression de la plupart des génes Hox a en effet été détectée, par
hybridation in situ, au niveau de divers organes en développement. Le géne Hoxa3, par
exemple, s’exprime au niveau de la glande thyroide, des poumons, de I’estomac, des reins et
de la rate (Gaunt, 1988); le géne Hoxd4 s’exprime dans les poumons, l’estomac, les
testicules, la glande thyroide et le thymus (Gaunt et al, 1989); le géne Hoxc6 s’exprime dans
les poumons, |’estomac et les reins (Sharpe et al., 1988); enfin, le géne HoxaJ s’exprime au
niveau des poumons, de la trachée, du larynx, du systéme digestif et des reins (Dony et
Gruss, 1987; Gaunt et al., 1988; Aubin et al., 1997; 1998). De plus, I’analyse des souris
mutantes pour différents génes Hox confirme I’importance de ces génes dans I’organogenése.

Les mutations des génes Hox situés en 3’ des complexes entrainent généralement des
anomalies au niveau de la téte, et plus particuliérement dans des structures dérivées des
cellules de la créte neurale. Les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxal, par
exemple, présentent des malformations de I’oreille interne et de la boite crinienne, une
absence de certains nerfs et ganglions craniens dérivés des cellules de la créte neurale, des
anomalies au niveau des rhombomeres 4 a 7 et un retard dans la fermeture du tube neural
(Lufkin et al., 1991; Chisaka et al., 1992). L absence de la fonction Hoxa2 entraine, quant a
elle, des anomalies au niveau des osselets de I’oreille moyenne dérivés des cellules de la créte
neurale (Gendron-Maguire et al.,, 1993; Rijli et al., 1993). Finalement, chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3, le thymus et les glandes parathyroides sont
absents, et le développement de la glande thyroide est affecté. Ces souris présentent
également des anomalies craniofaciales et un dysfonctionnement du systéme
cardiovasculaire. La plupart des organes affectés par I’absence de la fonction Hoxa3 dérivent
des poches et/ou des arcs pharyngiens (Chisaka et Capecchi, 1991; Manley et Capecchi,
1995).

Les phénotypes observés chez les souris homozygotes mutantes pour des génes Hox situés
en 5° des complexes sont généralement associés 4 des organes de la partie postérieure du
corps. Chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxal0, par exemple, la
spermatogenése est perturbée chez les mdiles et des anomalies au niveau de ’utérus
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empéchent la préimplantation des embryons chez les femelles (Satokata et al., 1995).
L’absence de certains paralogues de la sous-famille 13 affecte quant 4 elle le développement
du systéme urogénital. En effet, [’absence de la fonction Hoxd!3 entraine des malformations
au niveau du pénis (Doll¢ et al., 1993) alors que diverses anomalies au niveau génital sont
observées chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxal3 (Mortlock et al,
1996).

Enfin, les mutations des génes Hox situés au centre des complexes affectent principalement
des organes situés au niveau du tronc. La mutation du géne Hoxa5, par exemple, perturbe
grandement le développement du systéme respiratoire et la maturation du systéme digestif
des souris homozygotes mutantes (Aubin et al., 1997; 1999).

Ces quelques exemples mettent en évidence, une fois de plus, la relation de colinéarité qui
existe entre |’ordre des génes Hox le long des complexes, leur profil d’expression spatio-
temporel et les régions affectées par leur absence (voir la section 1.2.2.1). De plus, ils
confirment 1’importance des génes Hox au cours de I’organogenése.

L’expression de plusieurs génes Hox situés en 3’ des complexes au niveau des cellules de la
créte neurale et des cellules épithéliales de I’ectoderme et de I'endoderme du pharynx
présente un grand intérét développemental puisque plusieurs organes glandulaires —
thymus, glandes parathyroides, corps ultimobrachiaux et glande thyroide — dérivent de ces
cellules (Manley et Capecchi, 1995; 1998). Tel que mentionné précédemment, le thymus et
les glandes parathyroides sont absents chez les souris homozygotes mutantes pour le géne
Hoxa3, et le développement de la glande thyroide est grandement perturbé. En effet, chez
ces souris, la migration des corps ultimobrachiaux qui, avec le diverticulum thyroidien
formeront la glande thyroide mature, est affectée. De plus, chez certains individus, la fusion
des cellules du diverticulum thyroidien et des corps ultimobrachiaux ne se produit pas. Une
hypoplasie importante de la glande thyroide et une désorganisation cellulaire sont également
observées chez ces souris. En effet, il y a peu de thyrocytes et de cellules C dans la glande
thyroide mature et la structure des follicules est anormale (Manley et Capecchi, 1995).
L’anatomie et le développement normal de la glande thyroide font I’objet de la section 1.3.
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Les phénotypes observés chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3
confirment donc I'importance des génes Hox situés en 3’ des complexes au cours du
développement des organes glandulaires. Dans la suite de cette étude, nous nous
intéresserons au role du géne HoxaJ, qui est situé un peu plus au centre du complexe HoxA,
au cours du développement de la glande thyroide.

1.3 La glande thyroide
1.3.1 Anatomie

La glande thyroide est un organe constitué de deux lobes de forme conique situés de chaque
c6té de la trachée (Figure 1.2A). Les lobes s’étendent de la base du larynx jusqu’aux
cinquiéme et sixiéme anneaux de la trachée. Ils sont reliés par un isthme étroit situé a I’avant
de la trachée, entre les deuxiéme et quatriéme anneaux. Chez I’homme adulte, la glande
thyroide pése entre 15 et 20 grammes (Norman et Litwack, 1987; Ekholm, 1989).

La glande thyroide est fortement vascularisée. Son imrigation est assurée par les artéres
thyroidiennes supérieure et inférieure. Ces artéres se ramifient & la surface de la glande et
forment un plexus qui envahit le tissu et donne naissance a un réseau trés développé de
capillaires entourant les follicules. On estime qu’environ la moitié de la surface des follicules
est en contact avec des capillaires. Le sang est drainé a I’extérieur de la glande par les veines
supérieure, médiane et inférieure. Des vaisseaux et capillaires lymphatiques sont également
présents au niveau de la glande thyroide, mais ils forment un réseau beaucoup moins
développé que le réseau sanguin. L’innervation de la glande est assurée par des fibres
sympathiques provenant des ganglions cervicaux ainsi que par des fibres parasympathiques
dérivées des nerfs vagues (Ekholm, 1989).

La glande thyroide est entourée de tissu conjonctif qui se prolonge dans le fascia (membrane
de tissu conjonctif) qui enveloppe la trachée. Cette capsule externe est reliée 4 une couche
plus profonde de tissu conjonctif qui forme la capsule interne. L’espace entre les deux
capsules contient les vaisseaux sanguins et, habituellement, les glandes parathyroides

(Ekholm, 1989).



14

A partir de la capsule interne, des cloisons s’étendent 4 I’intérieur de la glande thyroide et la
divisent en lobules de tailles et de formes variées. Chacun des lobules est composé de
nombreux follicules thyroidiens. Les follicules thyroidiens sont les unités structurales et
fonctionnelles majeures de la glande thyroide. Ce sont de petites structures sphériques
formées d’une couche simple de cellules épithéliales, appelées cellules folliculaires ou
thyrocytes, bordant une cavité remplie de colloide (Figure 1.2B). Les follicules sont
entourés par une mince membrane basale, un délicat réseau de fibres réticulaires ainsi qu’un
réseau de capillaires et de fibres nerveuses. Chez [’homme adulte, la glande thyroide contient
de 20 a 30 millions de follicules (Norman et Litwack, 1987; Ekholm, 1989).

Les thyrocytes constituent le principal type cellulaire de la glande thyroide. Leur fonction
premiére est de produire la thyroglobuline. Chez I'humain, la forme de ces cellules
épithéliales varie de pavimenteuse a cubique, alors que chez la souris et le rat, ces cellules
présentent une forme légérement cubique ou cylindrique. Les thyrocytes possédent un gros
noyau sphérique situé au centre ou a la base de la cellule. Ce noyau est pauvre en
hétérochromatine et contient un ou plusieurs nucléoles. Le cytoplasme des thyrocytes est
basophile et sa texture est légérement granuleuse. Il contient un réticulum endoplasmique
rugueux (RER) volumineux occupant presque toute la partie basale et paranucléaire de la
cellule. La plupart des citernes du RER servent a la synthése de la thyroglobuline.
L’appareil de Golgi des thyrocytes est semblable a celui que I’on retrouve chez plusieurs
autres types de cellules de sécrétion et se situe normalement entre le noyau et la surface
apicale de la cellule. On retrouve également dans le cytoplasme des thyrocytes de
nombreuses vésicules de sécrétion contenant la thyroglobuline destinée au colloide (Norman
et Litwack, 1987; Ekholm, 1989).

Le colloide contenu dans le lumen des follicules thyroidiens est clair et homogéne. II se
compose de granules contenant les produits de sécrétion des thyrocytes, en majorité des
molécules de thyroglobuline iodée. Le colloide constitue le site d’entreposage des hormones
thyroidiennes (Norman et Litwack, 1987; Ekholm, 1989).

En plus des thyrocytes, la glande thyroide contient un second type cellulaire, les cellules
parafolliculaires ou cellules C. Ces cellules sont beaucoup moins abondantes que les
thyrocytes ~ chez I'humain, elles ne représentent que 0,1% de toutes les cellules de la
glande — mais elles sont généralement plus grosses et possédent un noyau volumineux. On
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les retrouve dans la région centrale de chacun des lobes. Les cellules C sont responsables de
la production de calcitonine, une hormone polypeptidique dont la principale fonction est
d’abaisser le taux sanguin de calcium (Berne et Levy, 1988).

1.3.2 Origine embryonnaire

La glande thyroide est formée par la fusion de deux structures possédant des origines
embryonnaires distinctes. Le diverticulum thyroidien provient de I’endoderme du plancher
du pharynx et se forme vers le jour 9.5 de gestation chez la souris (Missero et al., 1998).
Les cellules du diverticulum thyroidien donneront naissance aux thyrocytes dans la glande
thyroide mature. Les deux corps ultimobrachiaux, quant a eux, proviennent du mésenchyme
des quatriémes poches brachiales et sont constitués initialement de cellules dérivées de la
créte neurale; ils se forment vers le jour 11.5 de gestation chez la souris (Manley et
Capecchi, 1998). Les corps ultimobrachiaux donneront naissance aux cellules C qui
produisent la calcitonine (Fisher et Dussault, 1974).

A mesure que I’embryon se développe, les cellules du diverticulum thyroidien se déplacent
postérieurement de leur point d’origine vers leur position finale dans la partie inférieure du
cou, ou elles forment le tissu thyroidien. Les cellules des deux corps ultimobrachiaux
effectuent également une migration ventrale qui les améne a proximité du tissu thyroidien
vers le jour 14 de gestation chez la souris. A ce moment, les deux types cellulaires
fusionnent de fagon & ce que les thyrocytes et les cellules C soient bien entremélés dans la
glande thyroide mature (Fisher et Dussault, 1974).
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Figure 1.2 Anatomie macroscopique et microscopique de la glande
thyroide.

(A) Anatomie macroscopique de la glande thyroide. La glande thyroide est constituée de
deux lobes de forme conique situés de chaque coté de la trachée et reliés par un isthme. Les
lobes thyroidiens s'étendent de la base du larynx jusqu'aux cinquiéme et sixiéme anneaux de
la trachée. La glande thyroide est divisée en lobules de tailles et de formes variées contenant
de nombreux follicules thyroidiens. (B) Anatomie microscopique de la glande thyroide. Les
follicules thyroidiens sont de petites structures sphériques formées d'une couche simple de
cellules épithéliales, appelées thyrocytes, bordant une cavité remplie de colloide.
Grossissement total: 400X.
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1.4 Les hormones thyroidiennes

La thyroide est une glande endocrine et, comme les autres glandes du systéme endocrinien —
I’hypophyse, les parathyroides, les surrénales, le corps pinéal, le thymus, le pancréas et les
gonades — elle a pour fonction générale d’influencer I’activité métabolique des cellules par
’intermédiaire d’hormones libérées dans la circulation sanguine et distribuées dans tout
I’organisme. Les principales hormones produites, entreposées et sécrétées par la glande
thyroide sont la 3,5,3°,5’-tétraiodothyronine ou thyroxine (T,4) et la 3,5,3’-triiodothyronine
(T3), qui contiennent respectivement quatre et trois atomes d’iode. La synthése de ces
hormones est dépendante de la production de thyroglobuline par les thyrocytes et d’un
apport alimentaire adéquat en iode.

1.4.1 Biosynthése et sécrétion des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont produites et sécrétées par la glande thyroide en réponse a
la liaison de thyréotrophine (TSH) & des récepteurs spécifiques (TSHr) situés a la surface
des thyrocytes. La TSH est une hormone sécrétée par les cellules thyréotropes de
I’adénohypophyse sous [’effet de la thyréolibérine (TRH), une hormone d’origine
hypothalamique. Comme le montre la Figure 1.3, les niveaux d’hormones thyroidiennes en
circulation sont étroitement contrdlés par une boucle de rétroaction négative impliquant
I’hypothalamus et I’adénohypophyse (Norman et Litwack, 1987).
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Figure 1.3 Boucle de rétroaction négative controlant les niveaux
d'hormones thyroidiennes en circulation.

Les hormones thyroidiennes T4 et T; sont produites et sécrétées par la glande thyroide en
réponse 4 la liaison de TSH & des récepteurs spécifiques & la surface des thyrocytes. La
TSH est une hormone sécrétée par les cellules thyréotropes de I'adénohypophyse sous
l'effet de la TRH, une hormone dorigine hypothalamique. Les niveaux dhormones
thyroidiennes en circulation sont contrlés par une boucle de rétroaction négative

impliquant I'hypothalamus et 'adénohypophyse.
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1.4.1.1 Biosynthése et iodation de la thyroglobuline

La thyroglobuline (Tg) est la principale protéine produite par les thyrocytes et constitue le
précurseur des hormones thyroidiennes. C’est une glycoprotéine de 660 kDa constituée de
deux sous-unités identiques; c’est I'une des plus grosses et des plus complexes
glycoprotéines connues (Vassart et al., 1975; Alvino et al., 1982).

La thyroglobuline, comme toutes les protéines de sécrétion, est synthétisée par des
polyribosomes attachés a la membrane du RER. Elle traverse enswite le RER pour se rendre
a lappareil de Golgi ou elle subit plusieurs modifications post-traductionnelles
(glycosylation, sulfatation, phosphorylation; Spiro et Spiro, 1966; Herzog, 1985; Consiglio
et al., 1987). La thyroglobuline se retrouve finalement dans des vésicules de sécrétion qui se
déplacent vers la membrane apicale des thyrocytes afin de déverser leur contenu dans le
lumen des follicules (revue par Ekholm, 1981).

La glande thyroide posséde la capacité de concentrer les ions iodures contenus dans le sang
et de les utiliser pour synthétiser les hormones thyroidiennes. L’entrée de ces ions dans les
thyrocytes se fait au niveau de la membrane basale grace a un symporteur Na'/I" (NIS) ancré
dans la membrane (Carrasco, 1993). Les ions iodures sont ensuite transportés de la
membrane basale vers la membrane apicale dans des vésicules de sécrétion. L’iodation de la
thyroglobuline se produit au niveau de la membrane apicale des thyrocytes grice a une
enzyme membranaire, la thyroperoxydase (TPO). Cette enzyme est responsable de la
conversion des ions iodures en atomes d’iode puis de leur incorporation dans la
thyroglobuline au niveau de certains résidus tyrosines (Dunn, 1995). La liaison d’un atome
d’iode sur un résidu tyrosine produit la monoiodotyrosine (MIT) tandis que la liaison de
deux atomes d’iode produit la diiodotyrosine (DIT; De Nayer et Vassart, 1980).

La synthése des hormones thyroidiennes proprement dite implique également la
thyroperoxydase, qui intervient dans la réaction de couplage entre les molécules de MIT et
de DIT (Lamas et al., 1972). La T, est formée par 1’association de deux molécules de DIT
alors que la T est produite par |’association d’une molécule de MIT et d’une molécule de
DIT. Deux autres iodothyronines sont également présentes en trés faible quantité dans le
lumen des follicules. Ce sont la 3,3°,5’-triiodothyronine (T; inverse), formée d’une molécule
de MIT et d’une molécule de DIT, et la diiodothyronine, formée de deux molécules de MIT.
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Seules les hormones T, et T; possédent une activité biologique (De Nayer et Vassart, 1980;
Nunez, 1980).

1.4.1.2 Sécrétion des hormones thyroidiennes

La thyroide posséde une caractéristique unique parmi les glandes endocrines, soit la capacité
d’entreposer les hormones qu’elle produit pour ensuite les libérer lentement dans la
circulation sanguine en fonction des besoins de ['organisme. Tel que mentionné
précédemment, les niveaux d’hormones thyroidiennes en circulation sont étroitement
controlés par une boucle de rétroaction négative impliquant [’hypothalamus et
I’adénohypophyse (Figure 1.3; Norman et Litwack, 1987). Les hormones thyroidiennes
sont entreposées a I’intérieur des follicules thyroidiens sous forme de thyroglobuline iodée
(Salvatore et Edelhoch, 1973).

La libération des hormones thyroidiennes dans la circulation sanguine nécessite la
dégradation préalable des molécules de thyroglobuline sur lesquelles elles sont fixées. La
thyroglobuline iodée est d’abord recapturée par les thyrocytes par macro- ou
micropinocytose, puis les vésicules ainsi formées s’associent 4 des lysosomes a [’intérieur
des cellules. La thyroglobuline iodée est alors dégradée par des protéases lysosomiales, ce
qui permet la libération de T, et T; (revue par Deshpande et Venkatesh, 1999). Les
hormones thyroidiennes circulent dans le sang sous forme d’acides aminés liés de fagon
réversible a des protéines plasmatiques. La plus importante de ces protéines est la globine
liant la thyroxine (thyroxine-binding globin, TBG) qui se lie préférentiellement & T; mais
peut aussi s’associer a T3. L’albumine, qui peut se lier 2 T4 ou a T;, et la pré-albumine, qui
se lie uniquement a T,, servent également au transport des hormones thyroidiennes dans la
circulation sanguine (Robbins et Edelhoch, 1986; Woeber, 1986; Norman et Litwack, 1987).

1.4.2 Mécanisme d’action des hormones thyroidiennes

La plupart des tissus de I’organisme possédent des récepteurs membranaires permettant le
transport actif des hormones thyroidiennes du plasma vers l'intérieur des cellules
(Gongalves et al., 1990). Une fois a I’intérieur des cellules, la T4 est convertie en T; grice &
la thyroxine 5’-déiodinase, une enzyme qui catalyse I'élimination d’un atome d’iode (Berry
et Larsen, 1992; St-Germain et Galton, 1997). La T, qui posséde une activité biologique 3 a
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5 fois plus importante que la T, (Norman et Litwack, 1987), se liec ensuite & des récepteurs
nucléaires de haute affinité. Trois récepteurs nucléaires d’hormones thyroidiennes (TR)
différents, TRal, TRB1 et TRP2, peuvent lier la T; afin de lui permettre d’exercer son
action (Sap et al., 1986; Weinberger et al., 1986). Le récepteur TRal est produit par le géne
TRa; ce géne produit également, par épissage alternatif, trois protéines ne liant pas la T;
(TRo2, TRAl et TRAG2). Les récepteurs TRB1 et TRB2 sont quant 4 eux générés par
I’épissage alternatif du géne TRP (Gauthier et al., 1999). Les récepteurs d’hormones
thyroidiennes font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires, qui inclut les
récepteurs d’acide rétinoique, les récepteurs d’acide 9-cis rétinoique, les récepteurs de
vitamine D3 et les récepteurs PPAR (peroxysome proliferator-activated receptors; Laudet
et al., 1992). Bien que tous les tissus possédent des récepteurs nucléaires d’hormones
thyroidiennes, le profil d’expression spatio-temporel de ces récepteurs varie d’un tissu a
I’autre (Hsu et Brent, 1998). Chez le rat, par exemple, la forme prédominante de récepteurs
nucléaires d’hormones thyroidiennes dans le foie foetal est TRa alors que dans le foie
adulte, on retrouve principalement les récepteurs TRB1 et TRB2 (Schwartz et al., 1992;
Schwartz et al., 1994).

La présence de deux génes encodant les récepteurs d’hormones thyroidiennes suggére
I’existence de fonctions distinctes pour chacun de ces récepteurs dans la réponse cellulaire
aux hormones thyroidiennes (Forrest, 1994). L’analyse des phénotypes observés chez les
souris homozygotes mutantes pour les génes TR et TRP confirme cette hypothése. En
effet, les souris homozygotes mutantes pour le géne TRa présentent un retard de
croissance, un délai dans la maturation des os et du petit intestin, une hypothyroidie sévére
A partir de la troisiéme semaine aprés la naissance (hypoplasie de la glande thyroide,
désorganisation des follicules, diminution des niveaux sériques de T4, T; et TSH) et une
espérance de vie d’environ un mois (Fraichard et al., 1997; Gauthier et al., 1999). Les souris
homozygotes mutantes pour le géne TR} présentent quant a elles une hyperplasie de la
glande thyroide, une augmentation importante des niveaux sériques de T4, T; et TSH et des
troubles auditifs (Forrest et al., 1996; Gauthier et al., 1999). Enfin, la double mutation des
génes TRa et TR entraine un retard de croissance, un délai dans la maturation des os et des
intestins, une hyperplasie de la glande thyroide et une augmentation importante des niveaux
sériques de Ty, T; et TSH chez les souris homozygotes mutantes; 1’espérance de vie de ces
souris est de cing semaines (Gauthier et al., 1999; Gothe et al, 1999). Ces résultats mettent
en évidence le role des récepteurs TRP1 et TRPB2 dans I’inhibition de la synthése de TSH
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par les cellules thyréotropes de 1’adénohypophyse (Gauthier et al., 1999) et suggérent un
role pour le récepteur TR dans l'activation du géne codant pour la TSH (Fraichard et al,
1997).

1.4.3 Principaux effets des hormones thyroidiennes

Bien que le role des hormones thyroidiennes varie selon les espéces, une de leurs principales
fonctions cellulaires est de contréler le taux de respiration métabolique. En effet, la liaison de
T a ses récepteurs nucléaires permet |’initiation de la transcription de divers génes. Cette
activité transcriptionnelle accrue entraine, entre autres, |’augmentation du nombre et de la
taille des mitochondries, ce qui a pour effet de stimuler la consommation d’oxygéne et
I’activation de certaines enzymes impliquées dans le catabolisme du glucose, accélérant ainsi
le métabolisme basal (Norman et Litwack, 1987; Berne et Levy, 1988).

De plus, chez tous les vertébrés, les hormones thyroidiennes sont importantes pour la
croissance et le développement de |’organisme en général et leurs effets au niveau des tissus
sont nombreux. Elles favorisent, entre autres, le développement du systéme nerveux et son
fonctionnement normal chez I’adulte; elles sont nécessaires au bon fonctionnement du coeur
ainsi qu'au développement et au tonus musculaires; elles assurent le fonctionnement normal
des organes génitaux et stimulent la lactation chez la femelle; elles contribuent a la motilité et
au tonus du systéme gastro-intestinal et augmentent la sécrétion des sucs digestifs; elles
stimulent la croissance des os, des poils, des cheveux et des dents; elles favorisent
I’hydratation de la peau et |'activité sécrétrice du systéme tégumentaire. Les hormones
thyroidiennes peuvent également faciliter la synthése et la sécrétion des hormones de
croissance (Berne et Levy, 1988). De plus, elles sont importantes pour le développement et
la maturation des systémes respiratoire et digestif (Holt et al., 1993; Hodin et al., 1994).



1.5 Déréglements de la fonction thyroidienne

Les déréglements de la fonction thyroidienne sont nombreux et peuvent avoir plusieurs
causes: insensibilité de la glande thyroide 4 la TSH, synthése anormale de la thyroglobuline,
incapacité a transporter et accumuler les ions iodures, activité inadéquate de Ia
thyroperoxydase, probléme de transport des hormones thyroidiennes dans la circulation
sanguine, réponse inadéquate des récepteurs nucléaires de T;, etc. (Stanbury, 1986).
Toutefois, les principaux déréglements de la fonction thyroidienne sont |’hyperthyroidie,
I’hypothyroidie et le syndrome de résistance aux hormones thyroidiennes.

1.5.1 Hyperthyroidie

L’hyperthyroidie est caractérisée par des niveaux sériques de T, et T3 élevés et de faibles
niveaux sériques de TSH. Les principaux symptdmes observés chez les patients souffrant
d’hyperthyroidie sont une augmentation du métabolisme basal accompagnée d’une perte
pondérale, d’'une augmentation de la température corporelle, de fiévres fréquentes et d’une
sudation excessive. Un rythme cardiaque rapide et irrégulier, une exophtalmie, c’est-a-dire
une saillie anormale des globes oculaires, de méme qu’un affaiblissement général de
I’organisme di a la diminution de la masse musculaire sont également caractéristiques d’un
hyperfonctionnement de la glande thyroide (Berne et Levy, 1988). Chez le rat,
I'hyperthyroidie induite par l'administration de doses excessives de T; ou de T; a la
naissance entraine un retard de croissance, accélére l'ouverture des yeux et l'élévation des
oreilles, et affecte le développement du cerveau. De plus, les travaux réalisés par Legrand et
al. (1976) montrent que l'excés d'hormones thyroidiennes accélére d'abord la maturation des
cellules germinales du cervelet, mais entraine par la suite une diminution de la masse de cet
organe, L'effet global de I'hyperthyroidie sur le développement du cerveau est donc
identique & celui de I'hypothyroidie, qui entraine un retard mental irréversible (Legrand et al.,
1976; section 1.5.2).

L’hyperthyroidie peut avoir plusieurs causes. La plus fréquente est ’hyperplasie de la
glande thyroide causée par le développement d’auto-anticorps qui se lient aux récepteurs de
TSH et activent la synthése et la sécrétion des hormones thyroidiennes. Cette maladie auto-
immune, connue sous le nom de maladie de Graves, est probablement due & un probléme au
niveau du thymus puisque I’'une des fonctions de cet organe est justement d’empécher le
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développement des auto-anticorps (Berne et Levy, 1988). Au cours des derniéres années,
des modéles animaux de la maladie de Graves ont été développés en immunisant des souris
avec des fibroblastes transfectés & la fois avec le récepteur de TSH et des molécules de
classe II du complexe majeur d’histocompatibilité. Chez ces souris, |’expression aberrante
des molécules de classe II est nécessaire a I’apparition des symptémes caractéristiques de la
maladie de Graves (Shimojo et al., 1996; Kikuoka et al., 1998; Kita et al, 1999).

1.5.2 Hypothyroidie

L’hypothyroidie est généralement caractérisée par de faibles niveaux sériques de T, et T; et
des niveaux sériques élevés de TSH. Les principaux symptomes observés chez les patients
souffrant d’hypothyroidie sont un ralentissement du métabolisme basal accompagné d’un
gain de poids, d’une diminution de la température corporelle et d’un ralentissement général
du mouvement, de la parole et de la pensée. L’asséchement de la peau, la perte des cheveux,
I’affaissement des paupiéres, 1’épaississement de la langue et des jointures, I’anémie et la
léthargie sont également caractéristiques de I’hypothyroidie. Dans les cas d’hypothyroidie
congénitale, les nouveaux-nés atteints doivent étre traités le plus rapidement possible afin de
prévenir le crétinisme, caractérisé entre autres par un retard mental irréversible (Berne et
Levy, 1988).

L’hypothyroidie résulte souvent d’une atrophie de la glande thyroide, généralement
précédée d’une réaction inflammatoire chronique. Cette réaction inflammatoire est causée
par la présence d’anticorps dirigés contre certains antigénes cellulaires, dont Ila
thyroglobuline. L’ablation chirurgicale de la glande thyroide, I’exposition aux radiations, les
goitres nodulaires, la destruction de I’hypothalamus ou de I’adénohypophyse et un apport
alimentaire insuffisant en iode entrainent également I’hypothyroidie (Beme et Levy, 1988).

Les souris Ayt/hyt présentent un cas intéressant d’hypothyroidie congénitale causée par une
mutation ponctuelle dans le géne codant pour le récepteur de TSH (7SHr). Ces souris
souffrent d’hypothyroidie congénitale primaire caractérisée par une diminution importante
des niveaux sériques de T, et T3 et une augmentation conséquente des niveaux de TSH, une
hypoplasie de la glande thyroide, une diminution de la quantité de colloide a I'intérieur des
follicules thyroidiens, un retard de croissance, un délai dans I’ouverture des yeux et
I’élévation des oreilles et un ralentissement des réflexes neuromoteurs (Beamer et al., 1981;
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Beamer et Cresswell, 1982; Adams et al., 1989; Stein et al., 1989; 1994). Des phénotypes
similaires (retard de croissance, délai dans 1’ouverture des yeux et |'élévation des oreilles,
ralentissement des réflexes neuromoteurs) sont également observés chez les souris
transgéniques TG66-19 (Wallace et al, 1995). Ces souris transgéniques portent une
construction dans laquelle le promoteur de la thyroglobuline de boeuf dirige I’expression du
géne codant pour la thymidine kinase du virus herpés simplex de type I (HSV-1) au niveau
des thyrocytes. L’administration de Ganciclovir — un analogue de la guanine qui, lorsque
phosphorylé par la thymidine kinase de HSV-I, inhibe ' ADN polymeérase du virus (Smee et
al., 1983) — aux souris transgéniques adultes entraine par conséquent la destruction
spécifique des thyrocytes, ce qui rend ces souris déficientes en hormones thyroidiennes; les
cellules C ne sont cependant pas touchées et la production de calcitonine demeure normale
(Wallace et al., 1991). L’administration de Ganciclovir aux femelles gestantes permet
également de rendre les embryons transgéniques déficients en hormones thyroidiennes
(Wallace et al., 1994).

1.5.3 Syndrome de résistance aux hormones thyroidiennes

Le syndrome de résistance aux hormones thyroidiennes est caractérisé par une diminution
de la réponse des divers tissus de l'organisme aux hormones thyroidiennes. Chez les
patients souffrant de ce syndrome, les niveaux sériques de T, et T; sont élevés en
permanence, ce qui n’empéche pas la sécrétion de TSH par |’adénohypophyse. Le
syndrome de résistance aux hormones thyroidiennes est causé par des anomalies au niveau
des récepteurs nucléaires de T; (Refetoff et al., 1993).

Les souris homozygotes mutantes pour le géne TRf, qui code pour les récepteurs nucléaires
TRP1 et TRP2, constituent un modele intéressant pour 1’étude du syndrome de résistance
aux hormones thyroidiennes. En effet, tel que mentionné précédemment (section 1.4.2),
’absence des récepteurs TRB1 et TRP2 entraine chez ces souris une augmentation
importante des niveaux sériques de T4, T3 et TSH qui ne peut étre compensée par la seule
présence du récepteur TRa (Forrest et al., 1996; Gauthier et al., 1999).
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1.6 Aspects moléculaires du développement et de la fonction de la
glande thyroide

1.6.1 Expression des génes régulateurs de la fonction thyroidienne

Jusqu’a présent, trois génes impliqués dans le développement et la régulation de la fonction
thyroidienne ont été identifiés. I s’agit des génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8, qui codent pour
des facteurs de transcription. Ces génes s’expriment au niveau de la glande thyroide dés le
début de la formation de cet organe.

1.6.1.1 Le géne TTF-1

Le géne TTF-I (thyroid transcription factor-1) code pour un facteur de transcription
contenant un domaine homéo de la classe NKX-2, une séquence protéique de 61 acides
aminés formant le motif hélice-boucle-hélice caractéristique des protéines homéotiques et
reconnaissant la séquence consensus (G/T)AAG (Guazzi et al. 1990; revue par Harvey,
1996). Ce géne s’exprime dans les cellules du diverticulum thyroidien dés le jour 9.5 de
gestation chez la souris, et son expression au niveau des thyrocytes se poursuit jusqu’a
’dge adulte. Le profil d’expression du géne TTF-/ inclut également I’épithélium des
bronches pulmonaires, certaines régions du cerveau antérieur, la neurohypophyse et le
mésenchyme de la trachée (Guazzi et al., 1990; Lazzaro et al,, 1991; Kimura et al., 1996;
Aubin et al., 1997; Zannini et al., 1997). Une étude récente réalisée chez le rat a également
démontré la présence du géne TTF-] dans les cellules C de la glande thyroide ainsi que dans
plusieurs autres tissus non reconnus pour exprimer ce géne: les glandes parathyroides,
certaines cellules de 1'épithélium squameux de la peau et de I’oesophage, 1'adénchypophyse,
le cervelet, I’hippocampe et certaines couches de la rétine (Suzuki et al., 1998a).

Les souris homozygotes mutantes pour le géne 77F-/ meurent 4 la naissance. Chez ces
souris, la glande thyroide, I’hypophyse et le parenchyme pulmonaire sont absents, et de
nombreuses anomalies sont observées dans la région ventrale du cerveau antérieur (Kimura
et al.,, 1996). Ces résultats indiquent que le géne TTF-I joue un réle essentiel dans le
développement de la glande thyroide, de I’hypophyse, des poumons et du cerveau. Au
niveau des poumons, T7TF-] est impliqué dans I’expression des protéines de surfactants
(Bohinski et al., 1994; Kelly et al., 1996). L’absence de glande thyroide observée chez les
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mutants 77F-] ressemble 4 une condition pathologique entrainant I’hypothyroidie chez
I’homme (Missero et al., 1998). Aucune mutation au niveau du géne 77F-/ humain n’a
cependant été rapportée jusqu’a présent dans des cas d’hypothyroidie, probablement parce
que |’expression de ce géne est essentielle au développement de certaines fonctions vitales
(Lapi et al., 1997).

1.6.1.2 Le géne TTF-2

Le géne TTF-2 (thyroid transcription factor-2) code pour un facteur de transcription
contenant un domaine forkhead, une séquence protéique de 100 acides aminés formant un
motif “winged helix” permettant la liaison & ’ADN (Pierrou et al., 1994; Zannini et al.,
1997). Ce géne s’exprime dans les cellules du diverticulum thyroidien dés le jour 9.5 de
gestation chez la souris. A ce stade, TTF-2 s’exprime également dans |’endoderme du
pharynx et dans I’hypophyse en développement. Les travaux réalisés par Zannini et al.
(1997) indiquent que I’expression du géne TTF-2 au niveau des thyrocytes s’éteint vers le
jour 15 de gestation pour ne réapparaitre dans la glande thyroide qu’a [’dge adulte. Un profil
d’expression temporel différent a cependant été obtenu au cours de la présente étude
(section 3.5.2).

Les souris homozygotes mutantes pour le géne 77F-2 meurent dans les 48 heures suivant la
naissance. Ces souris ont le palais fendu et présentent des problémes de migration du
diverticulum thyroidien résuitant en une localisation incorrecte ou une absence compiéte de
la glande thyroide. La mutation du géne TTF-2 chez la souris entraine donc une
hypothyroidie néonatale qui ressemble & 1’agénésie de la glande thyroide observée chez
I’homme (De Felice et al., 1998). Une mutation non-sens dans le domaine forkhead du géne
TTF-2 humain a d’ailleurs été identifiée chez deux patients présentant une agénésie de la
glande thyroide et un palais fendu (Clifton-Bligh et al., 1998). Cette mutation diminue la
capacité de liaison du facteur TTF-2 a I’ADN.

1.6.1.3 Le géne Pax-8

Le géne Pax-8, comme tous les génes Pax, code pour un facteur de transcription contenant
une boite “paired”, un domaine de liaison 4 I'’ADN de 128 acides aminés situé dans la partie
N-terminale de la protéine (Plachov et al., 1990; Mansouri et al., 1996). Ce géne s’exprime
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dans les cellules du diverticulum thyroidien dés le jour 9.5 de gestation chez la souris et son
expression au niveau des thyrocytes des lobes et de I'isthme de la glande thyroide se
poursuit jusqu’'a I'dge adulte (Plachov et al, 1990; Zannini et al., 1997). Le profil
d’expression du géne Pax-8 au cours du développement de la souris inclut également la
frontiére entre les cerveaux moyen et postérieur et les reins (Plachov et al., 1990). Chez
I’homme, I’expression de Pax-8 a été détectée dans la glande thyroide, les reins ainsi que
dans cinq cas documentés de tumeurs de Wilms (Poleev et al., 1992).

Les souris homozygotes mutantes pour le géne Pax-8 présentent un retard de croissance
important une semaine aprés la naissance et meurent peu de temps aprés le sevrage. La
glande thyroide des mutants Pax-8 est constituée uniquement de cellules C et ne contient ni
thyrocytes ni follicules thyroidiens; |'expression des génes Tg et TPO n’est donc pas
détectée chez ces souris. En fait, chez les souris homozygotes mutantes pour le géne Pax8,
le diverticulum thyroidien est présent aux jours 10.5 et 11.5 de gestation, mais son
développement ne se poursuit pas dans les stades subséquents. Le géne Pax-8 pourrait donc
jouer un réle dans la différenciation des cellules de I'endoderme en cellules épithéliales
(Mansouri et al., 1998). Chez I’homme, des mutations ponctuelles dans le domaine *“paired”
du géne Pax-8 ont été identifiées dans trois cas d’agénésie de la glande thyroide (Macchia et
al., 1998). Ces mutations diminuent I’activité de liaison du facteur PAX-8 4 I’ADN.

1.6.2 Expression des génes spécifiques a la fonction thyroidienne

Il existe quatre génes nécessaires a la fonction thyroidienne et considérés comme de bons
marqueurs de |’état de différenciation des thyrocytes. Il s’agit des génes codant pour Ia
thyroglobuline (7g), la thyroperoxydase (TPO), le récepteur de TSH (7SHr) et le
symporteur Na*/I" (NIS) (Sinclair et al, 1990). Ces génes s’expriment au niveau des
thyrocytes dans la glande thyroide mature.

1.6.2.1 Le géne Tg codant pour la thyroglobuline
Tel que mentionné précédemment (section 1.4.1.1), la thyroglobuline est la principale

protéine produite par les thyrocytes et constitue le précurseur des hormones thyroidiennes.
Cette glycoprotéine est codée par le géne Tg qui s’exprime uniquement au niveau des
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thyrocytes (Lazzaro et al., 1991). L’expression de ce géne commence vers le jour 14.5 de
gestation chez la souris et se poursuit jusqu’a ’dge adulte.

De nombreuses études réalisées chez 'homme et divers autres animaux ont montré un lien
entre une synthése incorrecte de la thyroglobuline et le goitre congénital (revue par
Medeiros-Neto et al,, 1993). Des problémes de synthése de la thyroglobuline sont
également en cause dans certaines tumeurs thyroidiennes (Monaco et Robbins, 1973;
Yamamoto et al., 1984). Plusieurs mutations et délétions dans Ia séquence du géne 7g ont
d’ailleurs été identifiées dans des cas de goitre congénital et d’hypothyroidie (Ricketts et al.,
1987; Tayler et Rowe, 1987; Adkison et al., 1990; leiri et al., 1991; Targovnik et al., 1995).

1.6.2.2 Le gene TPO codant pour la thyroperoxydase

Tel que mentionné a la section 1.4.1.1, la thyroperoxydase est une enzyme liée 4 la
membrane plasmique apicale des thyrocytes et impliquée dans les diverses étapes de
I'iodation de la thyroglobuline et de la biosynthése des hormones thyroidiennes. Cette
enzyme est codée par le géne TPO qui s’exprime uniquement au niveau des thyrocytes
(Lazzaro et al., 1991). L’ expression de ce géne commence vers le jour 14.5 de gestation chez
la souris et se poursuit jusqu’a I’age adulte.

Des études ont montré un lien entre une activité inadéquate de la thyroperoxydase
(incapacité & transformer les ions iodures en iode ou & ioder la thyroglobuline, localisation
cellulaire anormale, absence totale d’activité) et le goitre congénital. Une mutation dans la
séquence du géne TPO a d’ailleurs été identifiée dans un cas de goitre congénital chez
I’homme (Abramowicz et al., 1992a).

1.6.2.3 Le géne TSHr codant pour le récepteur de TSH

Le récepteur de TSH est un récepteur couplé aux protéines G localisé au niveau de la
membrane plasmique basale des thyrocytes (Nagayama et Rapoport, 1992; Vassart et
Dumont, 1992). Ce récepteur est codé par le géne TSHr qui s’exprime au niveau des
thyrocytes (Lazzaro et al., 1991). Cependant, I’expression du géne 7SHr ne semble pas étre
spécifique a la glande thyroide puisque son expression a également été rapportée dans des
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fibroblastes et du tissu adipeux (Endo et al., 1993). L'expression de ce géne commence vers
le jour 14.5 de gestation chez la souris et se poursuit jusqu’a I’dge adulte.

Plusieurs études réalisées chez I’homme et d’autres animaux ont permis d’identifier diverses
mutations dans le géne TSHr causant des troubles de la glande thyroide. Ces mutations
peuvent entrainer un gain ou une perte de fonction conduisant respectivement a
Ihyperthyroidie ou a I’hypothyroidie (revue par Duprez et al., 1998). Une mutation
ponctuelle dans la séquence du géne TSHr a d’ailleurs ét¢ identifiée chez les souris hyr/hyt
souffrant d’hypothyroidie congénitale primaire (voir la section 1.5.2).

1.6.2.4 Le géne NIS codant pour le symporteur Na*/T’

Tel que mentionné précédemment (section 1.4.1.1), le symporteur Na'/I' est un
transporteur protéique ancré dans la membrane plasmique basale des thyrocytes et
nécessaire a ’entrée des ions iodures dans les cellules; il est codé par le géne NIS (Carrasco,
1993). Le dysfonctionnement de ce symporteur pourrait étre impliqué dans les problémes
de transport et d’accumulation des ions iodures chez certains patients souffrant
d’hypothyroidie. Une mutation entrainant la substitution d’un résidu thréonine par un
résidu proline au niveau du symporteur Na'/I" a d’ailleurs été identifiée chez deux patients
présentant une incapacité 4 accumuler les ions iodures (Fujiwara et al., 1997; Matsuda et
Kosugi, 1997; Levy et al., 1998).

1.6.3 Interactions moléculaires impliquées dans le développement et la
fonction de la glande thyroide

Les interactions moléculaires entre les facteurs de transcription TTF-1, TTF-2 et PAX-8 et
les génes Tg, TPO, TSHr et NIS sont nombreuses et complexes (Figure 1.4). De plus,
’expression de certains génes Hox — Hoxa3, Hoxa4, Hoxb4 et Hoxd4 — au niveau de la
glande thyroide a déja été rapportée (Gaunt, 1988; Gaunt et al., 1988; Gaunt et al., 1989). Ii
est donc possible que les protéines HOX interagissent aussi avec les génes impliqués dans la
régulation et la fonction thyroidiennes au cours du développement de la glande thyroide.

Plusieurs études utilisant des essais de protection a la DNase et de cotransfection dans des
cellules FRTL-5, une lignée établie de thyrocytes de rat, ont démontré le rdle du facteur
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TTF-1 dans [’activation de la transcription des génes codant pour la thyroglobuline
(Civitareale et al., 1989; Sinclair et al., 1990), la thyroperoxydase (Kikkawa et al., 1990;
Mizuno et al., 1991; Abramowicz et al., 1992b; Francis-Lang et al., 1992), le récepteur de
TSH (Civitareale et al., 1993; Shimura et al., 1994) et le symporteur Na*/I" (Endo et al.,
1997). Les interactions possibles entre le géne TTF-/ et les protéines HOX ont également
été étudiées. Des essais de cotransfection dans des cellules Hel.a et NIH3T3 réalisés par
Guazzi et al. (1994) montrent une interaction spécifique entre le facteur HOXB3 et le géne
TTF-1, alors qu'aucune interaction n’est détectée avec les autres protéines HOX analysées
(HOXD3, HOXA4, HOXD4, HOXCS, HOXC6, HOXC8 et HOXDS). Ces résultats
suggérent un role pour HOXB3 dans I’activation du géne T7F-/ et possiblement dans le
développement de la glande thyroide. L’analyse des souris homozygotes mutantes pour le
géne Hoxb3 ne révéle cependant aucune anomalie au niveau de cet organe (Manley et
Capecchi, 1998). Aucune étude portant sur les interactions possibles entre la protéine
HOXA3 et les génes régulateurs de la fonction thyroidienne TTF-1, TTF-2 et Pax-8 n’a été
publiée jusqu’'a maintenant, bien que le rdle crucial du géne Hoxa3 au cours du
développement de la glande thyroide soit connu (voir la section 1.2.2.2). Enfin, des
expériences d’hybridation in situ réalisées dans notre laboratoire ont permis de mettre en
évidence une interaction indirecte entre les génes HoxaJj et TTF-] au niveau des poumons
(Aubin et al., 1997).

L’activation de la transcription des génes codant pour la thyroglobuline et la
thyroperoxydase nécessite également, du moins in vitro, la présence du facteur TTF-2. En
effet, plusieurs études utilisant des essais de protection & la DNase et de cotransfection dans
des cellules FRTL-5 ont mis en évidence des interactions entre le facteur TTF-2 et les génes
Tg et TPO (Civitareale et al., 1989; Sinclair et al., 1990; Francis-Lang et al., 1992; Ortiz et
al., 1999). Les travaux de Ortiz et al. (1997 et 1999) indiquent que I’expression du facteur
TTF-2 est placée sous le contrdle hormonal de la TSH, de I’AMP cyclique et de I’insuline.
TTF-2 est d’ailleurs le principal médiateur de la régulation du géne TPO par ces hormones.
L’analyse du profil d’expression de 77TF-2 montre cependant que ce géne n’est plus détecté
au niveau de la glande thyroide vers le jour 15 de gestation, au moment méme ou les génes
Tg et TPO commencent & s’exprimer. Ces observations suggérent que le réle du facteur
TTF-2 serait de bloquer I’activation de ces génes par les facteurs TTF-1 et PAX-8 jusqu’a
ce que la glande thyroide ait atteint sa position définitive dans la gorge, vers le jour 14 de
gestation (Zannini et al. 1997). Des essais de cotransfection dans des cellules HeLa ont
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d’ailleurs montré que TTF-2 pouvait interférer avec I’activation de la transcription des
génes Tg et TPO par les facteurs TTF-1 et PAX-8 (Zannini et al., 1997). Le rdle du facteur
TTF-2 en tant que régulateur négatif de I'expression des génes Tg et TPO est cependant
remis en cause par les résultats obtenus au cours de la présente étude (section 3.5.2).

Enfin, d’autres études utilisant des essais de protection a la DNase et de cotransfection dans
des cellules FRTL-5 ou HeLa ont démontré le role du facteur PAX-8 dans [’activation de la
transcription des génes codant pour la thyroglobuline, la thyroperoxydase et le symporteur
Na'/" (Zannini et al., 1992; Fabbro et al., 1998; Ohno et al., 1999). Le réle de la protéine
PAX-8 humaine dans I’activation du géne TPO a également été montré par des expériences
de cotransfection dans des cellules Cos-7 (Esposito et al., 1998). La perte d’expression du
géne Pax-8 entrainée par la mutation du géne p53 a été rapportée; I’expression des génes
TTF-1 et TTF-2 n’est toutefois pas affectée par cette mutation (Battista et al., 1995;
Missero et al., 1998).

L’effet de la thyréotrophine (TSH) sur 'expression des divers génes impliqués dans la
fonction thyroidienne a également été étudié. La liaison de cette hormone a son récepteur
(TSHr) a la surface des thyrocytes active I’expression des génes Tg, TPO, TSHr et NIS,
augmentant ainsi la production des hormones thyroidiennes. TSH exerce son action en
modulant 1’expression et I’activité des facteurs de transcription TTF-1, TTF-2 et PAX-8
(Suzuki et al., 1998b). Les travaux de Suzuki et al. (1998b) suggérent cependant que
I’accumulation de thyroglobuline dans le lumen des follicules thyroidiens exercerait un effet
rétro-inhibiteur sur la synthése et la sécrétion des hormones thyroidiennes. En effet, I’ajout
de quantités physiologiques de thyroglobuline exogéne a des cellules FRTL-5 entraine une
diminution des niveaux d’expression des génes régulateurs 77F-1, TTF-2 et Pax-8 et des
génes fonctionnels Tg, TPO, TSHr et NIS. De plus, des expériences de mobilité
électrophorétique montrent que I’ajout de thyroglobuline exogéne aux cellules FRTL-5
empéche la liaison des facteurs TTF-1, TTF-2 et PAX-8 au promoteur du géne 7g. Enfin,
des expériences de transfection transitoire dans des cellules FRTL-5 montrent que I’ajout de
thyroglobuline exogéne diminue 1’activité des promoteurs des génes Tg, TPO et TSHr. Ces
résultats suggérent que l’accumulation de thyroglobuline dans le lumen des follicules
thyroidiens exercerait un effet rétro-inhibiteur au niveau de la transcription des génes
impliqués dans la régulation et la fonction thyroidiennes.
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Figure 1.4 Interactions moléculaires impliquées dans le développement
et la fonction de la glande thyroide.

Un certain nombre de génes régulateurs et fonctionnels sont connus pour s'exprimer au
niveau de la glande thyroide au cours du développement. Les génes T7F-1, TTF-2 et Pax-8
codent pour des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la transcription des
génes Tg, TPO, TSHr et NIS. Les fléches représentent des interactions positives alors que
les traits indiquent des interactions négatives. Les traits pleins indiquent les interactions
moléculaires identifiées in vitro; les traits pointillés indiquent les interactions moléculaires

démontrées in vivo.
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1.7 Le géne Hoxa5
1.7.1 Caractéristiques

Les recherches en cours dans le laboratoire portent sur la fonction et la régulation du géne
Hoxa5, qui code pour un facteur de transcription essentiel 4 la régulation du développement
normal de I’embryon. Ce géne fait partie du complexe HoxA situé sur le chromosome 6 de la
souris (Figure 1.1). Comme le montre la Figure 1.5, il est constitué¢ de deux exons séparés
par un intron de 960 pb et la séquence de la boite homéo se retrouve au début du deuxiéme
exon du géne. Des travaux réalisés dans le laboratoire ont permis d’identifier quatre
transcrits de 1.8, 4.9, 9.5 et 11 kb contenant les séquences du géne Hoxaj (Figure 1.5;
Jeannotte et al., 1993). Le transcrit de 1.8 kb est le plus abcndant et il correspond aux deux
exons du géne (Zakany et al., 1988). Ce transcrit code pour la protéine HOXAS, une
phosphoprotéine nucléaire de 270 acides aminés qui se lie a8 I’ADN au niveau de la séquence
consensus TAAT (Odenwald et al., 1989; Pellerin et al., 1994). Les trois plus longs
transcrits (4.9, 9.5 et 11 kb) contiennent aussi les séquences des deux exons du géne, mais ils
s’étendent en amont du site d’initiation de la transcription du transcrit de 1.8 kb jusque dans
les séquences codantes du géne Hoxa6 (Zakany et al., 1988; C. Larochelle et L. Jeannotte,
données non publiées). Ces données indiquent qu’il existe au moins deux promoteurs
impliqués dans la transcription du géne Hoxa5. Aucun rdle protéique n’a cependant encore
été attribué aux transcrits de 4.9, 9.5 et 11 kb.

1.7.2 Profil d’expression

L’expression du géne HoxaJ chez la souris commence au moment de la gastrulation, vers le
huitiéme jour de gestation, et se poursuit jusqu’a I’dge adulte. Suivant la régle de colinéarité,
I’expression de ce géne situé au centre du complexe HoxA est détectée principalement au
niveau du tronc. En effet, le géne Hoxad s’exprime, entre autres, dans le systéme nerveux
central, avec une frontiére antérieure au niveau du plancher du myélencéphale, dans la
colonne prévertébrale jusqu’a la prévertébre 3 qui donnera naissance 4 la troisiéme vertébre
cervicale chez I’adulte, dans la ceinture scapulaire, dans les bourgeons de membres et dans le
mésenchyme de divers organes dont les poumons, la trachée, le larynx, I’estomac, les
intestins et les reins (Dony et Gruss, 1987; Gaunt et al, 1988; Aubin et al., 1997; 1998;
1999).
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Bien que le profil d’expression du géne Hoxa5 ait été obtenu a ’aide de sondes
reconnaissant les quatre transcrits du géne, il est en grande partie spécifique au transcrit de
1.8 kb. Des expériences d’hybridation in situ réalisées dans le laboratoire ont en effet montré
que le profil d’expression des trois longs transcrits du géne HoxaJ est plus restreint que
celui du court transcrit (Aubin et al., 1998). La premiére sonde utilisée lors de ces
expériences correspond aux séquences 3’-non traduites du dewxiéme exon du géne HoxaJ et
reconnait les quatre transcrits (sonde pLJ34; Figure 1.5), alors que la seconde sonde
correspond & des séquences situées entre les génes Hoxaj et Hoxa6 et reconnait uniquement
les trois longs transcrits (sonde pLJ36; Figure 1.5). A 12.5 jours de gestation, alors que le
profil d’expression obtenu avec la sonde pLJ34 est identique a celui décrit précédemment,
aucun signal n’est détecté avec la sonde pLJ36 dans la colonne prévertébrale au-dela de la
dixiéme prévertébre qui donnera naissance 4 la troisiéme vertébre thoracique chez 1’adulte, et
dans le mésenchyme des poumons, de la trachée et du larynx. Ces résultats indiquent que
seul le transcrit de 1.8 kb codant pour la protéine HOXAS s’exprime dans la colonne
prévertébrale entre les prévertébres 3 et 10 ainsi que dans le mésenchyme des poumons, de
la trachée et du larynx, ce qui suggére un rdle unique pour ce transcrit au cours du
développement embryonnaire de la souris (Aubin et al., 1998).

1.7.3 Régulation

L’expression différentielle des transcrits du géne Hoxa5 suggére I’existence de plusieurs
éléments régulateurs permettant [’expression appropriée de ce géne au cours du
développement embryonnaire de la souris. Des analyses de transgenése utilisant le géne
rapporteur /acZ réalisées chez la souris ont d’ailleurs permis d’identifier certaines régions
d’ADN essentielles 4 ’expression spatio-temporelle spécifique du géne Hoxa5 (Zakany et
al, 1988; Tuggle et al, 1990; Larochelle et al., 1999; Nowling et al., 1999). Les travaux
effectués par Zakany et al. (1988) ont montré qu’un fragment d’ADN génomique de 4.3 kb
s’étendant 1.5 kb en amont et 2.9 kb en aval du site d’initiation de la transcription du
transcrit de 1.8 kb pouvait diriger spécifiquement I’expression du géne HoxaJ dans la région
brachiale du systéme nerveux central entre les jours 11 et 13 de gestation chez les embryons
transgéniques (Zakany et al., 1988). L’analyse plus détaillée de ce fragment de 4.3 kb a
ensuite permis d’identifier une séquence activatrice (enhancer) de 604 pb située 235 pb en
amont du premier exon du géne HoxaJ et responsable de |’expression spécifique de ce géne
dans la région brachiale du systéme nerveux central (Tuggle et al., 1990). Cette séquence
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activatrice contient plusieurs sous-éléments nécessaires a I’expression spatiale spécifique du
géne Hoxa5 au niveau du systéme nerveux central (Nowling et al., 1999).

L’expression du géne Hoxa5 au cours du développement ne se limite cependant pas a la
région brachiale du systéme nerveux central (voir la section 1.7.2); il doit donc exister
d’autres éléments régulateurs permettant I’expression spatio-temporelle appropriée de ce
géne au cours du développement embryonnaire de la souris. Des analyses de transgenése
réalisées dans le laboratoire (Larochelle et al., 1999) ont permis d’identifier un fragment
génomique de 11.1 kb capable de reproduire le profil d’expression temporel et de
reconstituer en grande partie le profil d’expression spatial du transcrit de 1.8 kb. Ce
fragment s’étend 3.8 kb en amont et 7.3 kb en aval du site d’initiation de la transcription du
transcrit de 1.8 kb et englobe donc les quatre transcrits du géne HoxaJ. De plus, un fragment
génomique de 2.1 kb permettant [’expression du géne Hoxa5 dans les dérivés
mésodermiques de la région cervicale a été identifié en aval des séquences codantes du géne
(de +2.9 & +5.0 kb). Ces résultats indiquent que différents éléments de régulation du géne
Hoxa$ agissant en cis se retrouvent en amont et en aval des séquences codantes du géne
(Larochelle et al., 1999).

1.7.4 Fonction

Afin de mieux comprendre le role joué par le géne Hoxaj au cours du développement
embryonnaire, une lignée de souris ne possédant pas la fonction Hoxa5 a été générée en
inactivant ce géne par recombinaison homologue dans des cellules embryonnaires souches
(Jeannotte et al., 1991; 1993). L’analyse des souris homozygotes mutantes pour la fonction
Hoxa5 montre que la viabilit¢ de ces souris est grandement réduite et varie selon
I’environnement génétique. En effet, le taux de mortalité a la naissance est de 50% chez les
souris provenant d’un environnement génétique mixte ainsi que chez les souris de la souche
129/SvEYv, et de plus de 90% chez les souris de la souche C57BL/6 (Jeannotte et al., 1993;
Aubin et al., 1998). Ces résultats suggérent la présence de génes modificateurs influencant la
pénétrance des phénotypes observés chez les souris homozygotes mutantes pour la
fonction Hoxas.

En plus de réduire la viabilité des souris homozygotes mutantes, 1’absence de la fonction
Hoxa5 entraine I’apparition de plusieurs phénotypes dans les régions ou les structures
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exprimant ce géne au cours du développement. En effet, tel que mentionné & la section
1.22.1, des transformations homéotiques importantes sont observées dans la région
cervicothoracique du squelette chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction
Hoxa$ (Jeannotte et al., 1993; Aubin et al., 1998). Au niveau du squelette axial on note,
entre autres, la postériorisation de la vertébre cervicale C7 en vertébre thoracique T1 et
I’antériorisation de la vertébre cervicale C6 en CS. La pénétrance de ces deux phénotypes
est trés forte peu importe |’environnement génétique. Il est intéressant de noter que la région
couverte par les différentes transformations homéotiques observées chez les souris
homozygotes mutantes (C3 a T2) correspond au domaine antérieur d’expression du
transcrit de 1.8 kb au niveau du squelette axial, ce qui suggére un rdle particulier pour ce
transcrit dans la spécification du squelette axial. L’absence de la fonction Hoxa3 affecte
également le développement de I’acromion au niveau du squelette appendiculaire.

Plusieurs études réalisées dans le laboratoire ont également mis en évidence le rdle du géne
Hoxa5 au cours de I’organogénese des systémes respiratoire et digestif (Aubin et al., 1997,
J. Aubin et L. Jeannotte, données non publiées). Des malformations importantes au niveau
des voies respiratoires sont en effet observées chez les souris homozygotes mutantes pour
la fonction Hoxa5 (Aubin et al., 1997). On note, entre autres, une désorganisation de la
trachée, une morphogenése anormale des poumons et une diminution de I’expression des
protéines de surfactants. Ces anomalies entrainent une obstruction de la trachée ainsi qu’une
détresse respiratoire et sont donc responsables du taux de mortalité périnatale élevé observé
chez les souris homozygotes mutantes. De plus, I’absence de la fonction Hoxa5 affecte
I’expression des génes TTF-I, HNF-3f et N-myc, qui sont importants pour le
développement et la fonction pulmonaires, au niveau de 1’épithélium des poumons. Puisque
le géne Hoxa$ s’exprime au niveau du mésenchyme de la trachée et des poumons, il exerce
probablement son action sur l'expression des génes T7F-I, HNF-3B et N-myc via des
interactions mésenchyme-épithélium (Aubin et al., 1997).

L’absence de la fonction Hoxa5 perturbe également la maturation morphologique et
fonctionnelle du systéme digestif. Le développement de I’estomac et du petit intestin est en
effet perturbé chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa5 (Aubin et al.,
1999; J. Aubin et L. Jeannotte, données non publiées). Au niveau de |’estomac on note,
entre autres, un amincissement important de la muqueuse épithéliale et une hypertrophie de
la sous-muqueuse, une augmentation du nombre de cellules productrices de mucus et une
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diminution de 1’apoptose et de la prolifération. On remarque également, au moment du
sevrage (jour 15) et chez les souris adultes, une diminution du nombre de cellules
zymogéniques produisant les enzymes digestives et de faibles niveaux de pepsine dans
I’estomac. De plus, ’absence de la fonction Hoxa5 affecte, au niveau de 1’estomac,
I’expression des génes sonic hedgehog (Shh), BMP-4, TGF-BI et TGF-B3, qui codent tous
pour des molécules de signalisation (J. Aubin et L. Jeannotte, données non publiés).
Parallélement, bien que la morphogenése du petit intestin ne soit pas affectée chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3, I’acquisition du mode de nutrition adulte au
moment du sevrage est retardée. En effet, de faibles niveaux de sucrase, de tréhalase et de
maltase sont mesurés chez ces souris quinze jours aprés la naissance, alors que les niveaux
de lactase demeurent élevés, une situation a I’opposé de ce qui est observé chez les souris de
type sauvage au méme stade (Aubin et al,, 1999). Compte tenu du profil d’expression
mésenchymal du géne Hoxa5 au niveau du systéme digestif et de I’altération de la
spécification des cellules épithéliales de 1’estomac et du petit intestin observée chez les
souris homozygotes mutantes, il est possible que le géne Hoxa5 exerce son action sur le
développement de [’estomac et du petit intestin via des interactions mésenchyme-

épithélium.

L’analyse détaillée des phénotypes observés chez les souris homozygotes mutantes pour la
fonction Hoxaj a donc permis de montrer que ce géne est essentiel a la spécification du
squelette et & I'organogenése. De plus, des observations qualitatives faites dans le
laboratoire ont mis en évidence que, dans les environnements génétiques purs 129/SvEv et
C57BL/6, les souris homozygotes mutantes qui survivent présentent un retard dans
I’ouverture des yeux et sont plus petites que les souris de type sauvage au cours des
premiéres semaines aprés la naissance.
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Figure 1.5 Organisation du géne Hoxa$ de la souris.

Le géne HoxaJ est constitué de deux exons séparés par un intron de 960 pb. La séquence de
la boite homéo se retrouve au début du deuxiéme exon du géne (boite noire). Quatre
transcrits de 1.8, 4.9, 9.5 et 11 kb sont issus de la transcription du géne Hoxa$. Le transcrit
de 1.8 kb est le plus abondant et il correspond aux deux exons du géne. Les transcrits de 4.9,
9.5 et 11 kb contiennent aussi les séquences des deux exons du géne Hoxa3, mais ils
s'étendent en amont du site d'initiation de la transcription du transcrit de 1.8 kb, jusque dans
les séquences codantes du géne Hoxa6 (C. Larochelle et L. Jeannotte, données non
publiées). Les sondes pLJ34 et pLJ36 utilisées lors des hybridations in situ sont
représentées par des traits. La sonde pLJ34, qui correspond aux séquences 3'-non traduites
du deuxiéme exon du géne HoxaJd, reconnait les quatre transcrits. La sonde pLJ36, qui
correspond a des séquences situées entre les génes HoxaJ et Hoxa6, reconnait uniquement
les trois longs transcrits. Les boites blanches représentent les séquences transcrites des deux
exons déja caractérisés, alors que les boites grises correspondent aux séquences traduites
encodant la protéine HOXAS. La fleche 5' — 3' indique le sens de la transcription du géne
HoxaJl.
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1.8 Objectifs du projet de recherche

Les phénotypes post-natals de retard de croissance et de délai dans ’ouverture des yeux
observés chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa5 sont
caractéristiques d’un dysfonctionnement de la glande thyroide. En effet, des phénotypes
similaires sont observés chez les souris Ayt/hyt souffrant d’hypothyroidie congénitale ainsi
que chez les souris TG66-19 présentant une déficience en T4 (Beamer et al., 1981; Adams et
al. 1989; Wallace et al., 1995).

L’objectif du projet de recherche était donc d’étudier les conséquences de I’absence du géne
Hoxa$ sur le développement et la fonction de la glande thyroide chez les souris de la souche
129/SvEv. Dans un premier temps, les phénotypes post-natals ont été quantifiés afin de
confirmer les observations qualitatives faites précédemment. Les niveaux sériques de T, et
de TSH ont ensuite été analysés afin de déterminer si les souris homozygotes mutantes
présentaient les symptémes les plus courants associés a 1’hypothyroidie, soit de faibles
niveaux sériques de T, accompagnés de niveaux €élevés de TSH. Par la suite, des analyses
histologiques et immunohistochimiques ont permis de vérifier si I’organisation structurale et
fonctionnelle de la glande thyroide était affectée par ’absence de la fonction Hoxas.
Finalement, I'expression des divers génes impliqués dans la régulation et la fonction
thyroidiennes a été étudiée par hybridation in situ a différents stades du développement
embryonnaire. Cette analyse avait pour objectif de déterminer si le profil d’expression
spatio-temporel et/ou le niveau d’expression de ces génes étaient modifiés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ.

Les résultats obtenus au cours de la présente étude montrent que le géne Hoxaj est
nécessaire 4 la morphogenése de la glande thyroide, soulignant ainsi I’importance de ce géne
dans le développement des organes glandulaires.



Chapitre 2

Matériel et Méthodes

2.1 Croisements, prélévements et génotypes des souris
2.1.1 Croisements

Les souris utilisées pour les croisements sont de souche 129/SvEv, une lignée congénique
pure obtenue 2 la suite de multiples rétrocroisements (au moins jusqu'a la douziéme
génération). L'établissement de la mutation HoxaJ dans l'environnement génétique 129/SvEv
a été décrit par Aubin et al. (1998). Des croisements entre des souris hétérozygotes pour la
fonction Hoxad (+/- x +/-) sont effectués afin d’obtenir, au sein d’une méme portée, des
individus de type sauvage, hétérozygotes et homozygotes mutants, selon le modéle de
transmission mendélienne (+/+, +/-, -/~ : ratio 1, 2, 1). Compte tenu du taux de mortalité
élevé observé chez les souris homozygotes mutantes a la naissance (voir la section 1.7.3),
des croisements entre des souris hétérozygotes et homozygotes mutantes (+/-x -/-) sont
également effectués afin d'obtenir un plus grand nombre de souris homozygotes mutantes
(+/-, -/~ : ratio 1, 1). Le jour 0.5 de gestation correspond au matin ou le bouchon vaginal est
détecté chez la femelle.
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2.1.2 Prélévements et préparation des tissus

Afin d'étudier le développement de la glande thyroide, des spécimens de type sauvage et
homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ sont prélevés a différents stades
embryonnaires (E9.5 4 E18.5) et post-natals (JO, J6, J17 et J30). Les femelles gestantes sont
sacrifiées par dislocation cervicale et disséquées afin de récupérer les embryons. Les
animaux aux stades post-natals sont sacrifiés par dislocation cervicale ou par décapitation.
Selon le stade du développement, 'embryon entier (E9.5 a E12.5), la région cervicale (E13.5
a E18.5) ou uniquement la glande thyroide (JO, J6, J17 et J30) sont prélevés. Les dissections
s'effectuent dans du PBS 1X froid a pH 7,4 (130 mM NaCl, 7 mM Na,HPOQ,;, 3 mM
NaH,PQ,). Les spécimens sont ensuite fixés 4 4°C pendant une nuit dans une solution de
paraformaldéhyde 4% préparée dans du PBS 1X. Aprés la fixation, les spécimens sont lavés
successivement dans du PBS 1X, de la saline 0,85% et un mélange saline:éthanol (1:1) a 4°C
pendant 30 minutes. Ils sont ensuite déshydratés dans des solutions d’éthanol de
concentrations croissantes (70%, 85%, 95%, 100%) pendant 30 minutes. Un passage dans
une solution éthanol:toluéne (1:1) suivi de deux passages dans du toluéne pur sont effectués
avant d’imprégner les spécimens dans quatre bains successifs de paraffine 4 60°C en vue de
’enrobage final. Des coupes histologiques de quatre micrométres (4 \im) sont réalisées et les
sections sont montées sur des lames préalablement traitées au TESPA (3-aminopropyl-
triéthoxysilane) selon la méthode décrite par Jaffe et al. (1990).

2.1.3 Génotypes

Le génotype de chaque spécimen est déterminé par analyse de type Southern. Lors des
dissections, le sac vitellin (E9.5 a E15.5) ou un bout de queue (E16.5 a E18.5 et stades post-
natals) sont prélevés et conservés dans un tampon d’extraction (100 mM Tris-HCI pH 8,0,
5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0,2% SDS). L'ADN génomique est extrait des tissus par un
traitement i la protéinase K (0,2 pg/uL) pendant une nuit & 55°C. L’ADN est ensuite
précipité en présence de 300 mM d’acétate de sodium et de deux volumes d’éthanol 95%.
Aprés centrifugation, le culot d’ADN est lavé a I’éthanol 70% puis resuspendu dans du TE
a pH 8,0 (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA). L’ADN génomique est digéré en présence de 40
unités de I’enzyme EcoRI pendant une nuit a 37°C. Aprés la digestion, I’ADN génomique
est séparé par électrophorése sur gel d’agarose 1% a 40 volts pendant 16 heures. Une
fragmentation supplémentaire de I’ADN est ensuite effectuée en exposant le gel aux rayons
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UV pendant cing minutes; ce traitement facilite le transfert de PADN a la membrane.
L’ADN contenu dans le gel est dénaturé dans une solution contenant 0,2 M NaOH et 1,5 M
NaCl, puis est finalement transféré par capillarité sur une membrane de nylon (Hybond-
NX, Amersham Life Science) pendant une nuit a I’aide d’une solution 10X SSC (1,5 M
NaCl, 150 mM citrate de sodium). Apres le transfert, I’ADN est fixé de fagon covalente 4 la
membrane par un traitement aux rayons UV (Stratalinker).

La préhybridation des membranes s’effectue 4 65°C pendant au moins trois heures dans une
solution contenant 5X SSC, 5X Denhardt's et 0,5% SDS. La sonde d ADN marquée au
dCTP[*?P] est ensuite ajoutée a la solution de préhybridation (0,5 4 2 x 10° cpm de sonde
par mL de solution) et I'hybridation s'effectue & 65°C pendant une nuit. La sonde d'ADN
est synthétisée A partir d'un fragment Bgl//-Xho! de 603 pb correspondant aux séquences
intergéniques séparant les génes HoxaJ5 et Hoxa6 de souris (sonde pLJ36). Le marquage au
dCTP[*?P] est réalisé par la technique de multi-amorgage aléatoire en utilisant le kit de
synthése de la compagnie Pharmacia Biotech (No. cat. 27-9250-01). Aprés 'hybridation,
deux lavages dans du 2X SSC pendant 5 minutes a la température de la piéce, suivis d’un
lavage dans une solution contenant 2X SSC et 0,5% SDS pendant 30 minutes a 65°C, puis
d'un rin¢age dans du 2X SSC permettent d’éliminer I’excédent de sonde, évitant ainsi les
signaux non spécifiques. La membrane est finalement exposée en présence d'un film a
rayons X (X-OMAT AR, Kodak, No. cat. 165 1454) dans une cassette contenant deux
écrans amplificateurs de 16 a4 24 heures a -80°C. La taille des fragments attendus pour
chaque alléle est de 3 kb pour I'allé¢le sauvage et de 4 kb pour I'alléle mutant.

2.2 Quantification des phénotypes post-natals

2.2.1 Courbes de croissance

Des souris de type sauvage, hétérozygotes et homozygotes mutantes pour la fonction
Hoxa5 sont pesées quotidiennement a l'aide d'une balance digitale pendant les quatre

premiéres semaines aprés la naissance (JO a J28). Par la suite, les souris sont pesées de
fagon hebdomadaire jusqu'a la douziéme semaine (J84).
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2.2.2 Ouverture des yeux et élévation des oreilles

L’dge d’ouverture des yeux et l'dge d'élévation des oreilles des souris de type sauvage,
hétérozygotes et homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa5 sont déterminés par des
observations quotidiennes.

2.2.3 Réflexes neuromoteurs

L'état des réflexes neuromoteurs des souris de type sauvage, hétérozygotes et homozygotes
mutantes pour la fonction HoxaJ est évalué a l'aide des tests décrits par Adams et al.
(1989). Ces tests sont réalisés entre les jours 3 et 15 aprés la naissance. Dans le premier
test, appelé surface righting, les souriceaux sont placés sur le dos et doivent se retourner sur
leurs quatre pattes. Dans le second test, appelé negative geotaxis, les souriceaux sont placés
téte vers le bas sur un plan incliné de 25° et doivent effectuer une rotation de 180° afin de se
retrouver la téte vers le haut. Dans le troisiéme test, appelé cliff avoidance, les souriceaux
sont placés sur une plate-forme surélevée avec la téte et les pattes avant dépassant
I'extrémité de la plate-forme et doivent se rétracter complétement. Tous les tests sont
effectués en triplicata et le temps requis pour réussir chacun des tests est noté.

2.3 Dosage des niveaux sériques des hormones T, et TSH

Des souris de type sauvage et homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa5 sont
décapitées a différents stades post-natals (JO, J6, J15, J17, J30 et adulte) et le sang est
récolté A partir des artéres carotides. Les échantillons sanguins ainsi prélevés sont laissés a la
température de la piéce pendant 10 minutes afin de permettre au sang de coaguler, puis ils
sont centrifugés afin de séparer le sérum des cellules sanguines. Le sérum est conservé a -
80°C jusqu'au moment des essais.

2.3.1 Niveaux sériques de I'hormone T,
Pour les stades post-natals JO, J6, J17 et J30, les niveaux sérique de T, sont mesurés par

des essais radio-immunologiques a I'aide du kit ImmuChem T,['®I] RIA de la compagnie
ICN Biomedicals (T4{'ZI ], No. cat. 06B-263673; tubes recouverts d'anticorps anti-T,, No.
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cat. 07-290110; standards T,, No. cat. 07-290130). Le protocole utilisé est celui décrit dans
le manuel d'instructions fourni par la compagnie. En résumé, 10 uL de sérum et | mL de
traceur T4['2’T] sont incubés ensemble a 37°C pendant 60 minutes dans des tubes recouverts
d'anticorps anti-T,. Pendant l'incubation, la T, sérique et la T, radioactive compétitionnent
pour se lier aux anticorps anti-T, fixés a la paroi des tubes. Aprés l'incubation, le liquide est
enlevé par aspiration et la radioactivité fixée aux tubes est mesurée a l'aide d'un compteur
gamma. La quantité de T, radioactive fixée aux tubes est inversement proportionnelle a la
quantité de T, sérique. La concentration exacte de T, sérique est déterminée a l'aide d'une
courbe standard. Les essais sont effectués en duplicata lorsqu'une quantité suffisante de

sérum est disponible.

Les niveaux sériques de T, chez les souris adultes sont mesurés par des essais fluoro-
immunologiques & I'aide du kit DELFIA® Neonatal Thyroxine (T,) de la compagnie Wallac
Oy (No. cat. A065-110). Ces dosages sont effectués au Département de Médecine
Génétique du Centre Hospitalier de ['Université Laval (CHUL).

2.3.2 Niveaux sériques de I'hormone TSH

Les niveaux sériques de TSH sont mesurés aux stades post-natals J15 et J17. Ces dosages
sont effectués par la compagnie Anilytics Inc. (Gaithersburg, Maryland).

2.4 Analyses histologiques et immunohistochimiques

2.4.1 Analyses histologiques

Des sections de la glande thyroide d'embryons et de souris de type sauvage et homozygotes
mutants pour la fonction Hoxa5 sont colorées avec de I'hématoxyline de Mayer et de

I'éosine ou avec de l'acide périodique de Schiff (PAS) afin de mettre en évidence les
structures anatomiques.
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2.4.1.1 Coloration a I'hématoxyline de Mayer et a I'éosine

L'hématoxyline de Mayer colore le noyau des cellules en bleu alors que I'éosine colore le

cytoplasme en rose.

Les sections sont déparaffinées par deux passages de 10 minutes dans le xyléne, hydratées
dans des solutions d’éthanol de concentrations décroissantes puis colorées avec 0,2%
d’hématoxyline de Mayer (10 minutes). Les sections sont rincées rapidement dans ’eau et
1’éthanol 50% puis trempées dans une solution d’éthanol 70% contenant de I’hydroxyde
d’ammonium (30 secondes). Les sections sont ensuite rincées rapidement dans |’éthanol
70% et 95%, colorées avec 0,3% d’éosine en solution dans I'éthanol 95%, puis rincées
rapidement dans 1’éthanol 95%. Les lames sont finalement trempées dans deux bains de
Xyléne avant le montage final.

2.4.1.2 Coloration a I'acide périodique de Schiff

L'acide périodique de Schiff (PAS) colore les structures contenant des glycoprotéines en
rose-mauve. La contre-coloration a I'hématoxyline de Mayer permet de colorer les noyaux
en bleu. Au niveau de la glande thyroide, le PAS réagit avec la thyroglobuline contenue dans
les follicules thyroidiens et colore donc le colloide en rose-mauve.

Les sections sont déparaffinées par deux passages de 10 minutes dans le xyléne, hydratées
dans des solutions d’éthanol de concentrations décroissantes puis incubées 4 37° pendant
30 minutes en présence de 0,5% de diastase de Malt dans un tampon a pH 6,0 (1,35 M
NaCl, 20 mM Na;HPO,, 165 mM NaH,PO,). Les sections sont rincées & l'eau courante
puis oxydées avec 0,5% d'acide périodique (5 minutes). Les sections sont ensuite rincées
rapidement dans l'eau courante puis trempées dans le réactif de Schiff (15 minutes; Sigma,
No. cat. S§-5133). Aprés un rincage dans l'eau courante (10 minutes), les sections sont
colorées avec de I'hématoxyline de Mayer (4 minutes), puis rincées a ['eau courante (15
minutes). Les sections sont finalement déshydratées dans des solutions d'éthanol de
concentrations croissantes et trempées dans deux bains de xyléne avant le montage final.
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2.4.1.3 Dénombrement des follicules thyroidiens ne contenant pas de
colloide

Le dénombrement des follicules thyroidiens remplis, partiellement remplis ou vides de
colloide est effectué a partir des sections de la glande thyroide colorées au PAS. Tous les
follicules retrouvés dans les deux lobes thyroidiens sont comptés au microscope 4 un

grossissement de 200X.
2.4.1.4 Mesure du diamétre des follicules thyroidiens

Le diamétre des follicules thyroidiens est mesuré a partir des sections de la glande thyroide
colorées au PAS. Les mesures sont effectuées a l'aide du logiciel Bioquant System [V (R &
M Biometrics, Nashville, Tennessee).

2.4.2 Analyses immunohistochimiques

Des sections de la glande thyroide d'embryons et de souris de type sauvage et homozygotes
mutants pour la fonction Hoxa5 sont hybridées avec différents anticorps afin de détecter la
présence de certaines protéines associées a la glande thyroide. Les anticorps utilisés sont les
suivants: un anticorps polyclonal contre la thyroglobuline humaine (DAKO, No. cat.
A0251), un anticorps polyclonal contre Ia calcitonine humaine (DAKO, No. cat. A576) et
un anticorps polyclonal contre la thyroxine (anti-thyroxine BSA serum, ICN Biomedicals,
No. cat. 65850). Tous ces anticorps sont produits chez le lapin.

Les sections sont déparaffinées par trois passages de 10 minutes dans le xyléne, hydratées
dans des solutions d’éthanol de concentrations décroissantes, lavées dans du PBS 1X a pH
7,0 (75 mM NaCl, 55 mM Na,HPO,, 12 mM NaH,P0,) et traitées avec 3% de peroxyde
d'hydrogéne afin d'inhiber 'activité endogéne de la peroxydase (5 minutes). Les sections
sont ensuite rincées dans du PBS 1X et bloquées avec 10% de sérum de chévre dans du PBS
1X (20 minutes). Cette étape ainsi que les suivantes se font a la température de la piéce et
en atmosphére humide. L'excés de sérum bloquant est enlevé et les sections sont incubées en
présence de I'anticorps primaire dilué dans du PBS 1X contenant 2% de sérum de chévre (60
minutes). Les dilutions des anticorps primaires sont les suivantes: 1/200 pour l'anticorps
anti-calcitonine et 1/500 pour les anticorps anti-thyroglobuline et anti-thyroxine. Les
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sections sont ensuite rincées dans du PBS 1X et incubées en présence de l'anticorps
secondaire, un anticorps biotiné de chévre dirigé contre les immunoglobulines G de lapin
(biotinylated goat anti-rabbit IgG, Vector Laboratories, No. cat. BA-1000) dilué 1/200 dans
du PBS 1X contenant 2% de sérum de chévre (30 minutes). Les sections sont rincées dans
du PBS 1X et incubées en présence d'un complexe avidine-peroxydase biotinée (45 minutes;
avidin DH-biotinylated horseradish peroxidase H complex, Vector Laboratories, Vectastain
Elite ABC). Les sections sont rincées dans du PBS 1X puis 'antigéne est révélé grice a une
solution de diaminobenzidine (DAB; 0,2 mg/mL dans du PBS 1X) contenant 0,0075% de
peroxyde d’hydrogéne jusqu'd l'obtention de l'intensité désirée (habituellement 15 & 20
minutes). Les sections sont finalement rincées a I'eau, contre-colorées avec de 'hématoxyline
de Mayer, trempées dans deux bains de xyléne puis montées.

2.5 Hybridation in situ

Afin de déterminer les conséquences de I'absence de la fonction Hoxa3 sur l'expression des
divers génes impliqués dans le développement et la fonction de la glande thyroide, des
expériences d'hybridation in situ sont réalisées sur des sections de la glande thyroide
d'embryons de type sauvage et homozygotes mutants pour la fonction Hoxal. Cette
technique permet de localiser 'ARN messager d'un géne dans les tissus ol ce géne s'exprime
grice & l'utilisation d'une sonde d'ARN antisens radioactive. En effet, le duplex ainsi formé
est détectable au microscope en champ noir grice a la présence de points luminescents
correspondant aux grains d'argent de I'émulsion photographique qui précipitent au contact
de la radioactivité (voir la section 2.5.2 pour plus de détails).

2.5.1 Synthése des sondes d'ARN

La synthése des sondes d'ARN antisens marquées a 'UTP[>’S] est réalisée selon la méthode
décrite par Sambrook, Fritsch et Maniatis (1989). Les fragments d'ADN utilisés pour la
synthése des sondes sont présentés au Tableau 2.1. Les sondes TTF-/, TTF-2, Pax-8, Tg,
TPO et TSHr proviennent du laboratoire du Dr. Roberto Di Lauro; la sonde Hoxa3 provient
du laboratoire du Dr. Pascal Dollé.
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Tableau 2.1 Description des fragments d'ADN servant a la synthése des
sondes d'ARN antisens utilisées lors des expériences d'hybridation in
situ.

La sonde pLJ34 reconnait les quatre transcrits du géne HoxaJ (1.8, 4.9, 9.5 et 11 kb) alors
que la sonde pLJ36 reconnait uniquement les trois plus longs transcrits de ce géne; ces deux
sondes proviennent de notre laboratoire. Les sondes T7F-I, TTF-2, Pax-8, Tg, TPO et
TSHr proviennent du laboratoire du Dr. Roberto Di Lauro; la sonde Hoxa3 provient du
laboratoire du Dr. Pascal Dollé.
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Sonde Description Référence

pLJ34 Fragment Bg/II-Hindlll de 850 pb Jeannotte et al., 1993
contenant la région 3'-non traduite du
deuxiéme exon du géne HoxaJ de souris

pLJ36 Fragment Bg/l1-Xhol de 603 pb corres- Aubin et al., 1998
pondant & des séquences intergéniques
séparant les génes HoxaJ et Hoxa6 de
souris

TTF-1 Fragment de 528 pb contenant la région Roberto Di Lauro
3'-non traduite du géne 77F-] de souris

TTF-2 Fragment de 800 pb contenant la région Roberto Di Lauro
3'-non traduite du géne TTF-2 de souris

Pax-8 Fragment de 300 pb provenant d'une Zannini et al., 1992
région en aval de la boite “paired” du géne
Pax-8 de souris

Tg Fragment de 689 pb issu de I'extrémité Lazzaro et al., 1991
3' du géne Tg de rat

TPO Fragment de 490 pb provenant de Lazzaro et al., 1991
l'extrémité 5' codante du géne TPQ de rat

ISHr Fragment de 278 pb provenant de la région Lazzaro et al., 1991
codante du géne 7SHr de rat

Hoxa3 Fragment de 600 pb contenant le premier Gaunt et al., 1986

exon et la boite homéo du géne Hoxa3 de

souris
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2.5.2 Hybridation in situ

Le protocole utilisé pour les hybridations in situ est basé essentiellement sur celui décrit par
Jaffe et al. (1990). En résumé, les sections sont déparaffinées dans le xyléne, hydratées dans
des solutions d'éthanol de concentrations décroissantes, lavées dans des solutions de saline
0,85% etde PBS 1X (130 mM NaCl, 7 mM Na,HPO,, 3 mM NaH,PO,) puis fixées dans
une solution de paraformaldéhyde 4%. Un traitement a la protéinase K (20 ug/mL) permet
de rendre les structures plus accessibles a la sonde d’ARN. Aprés une seconde fixation dans
la paraformaldéhyde 4%, les sections sont trempées dans une solution fraiche de
triéthanolamine 0,1 M contenant de I’acétique anhydre. Cette étape permet d’éliminer les
groupements aminés chargés positivement qui pourraient réagir de fagon non spécifique avec
la sonde. Les sections sont finalement rincées dans du PBS 1X et de la saline 0,85% puis
déshydratées dans des solutions d’éthanol de concentrations croissantes.

La préhybridation s’effectue en présence de 50% de formamide a la température de la piéce
pendant deux a quatre heures. La sonde d'ARN est ensuite ajoutée sur les lames (environ 7,5
x 105 cpm de sonde par lame) et I'hybridation s'effectue 4 53°C pendant une nuit en
présence de 50% de formamide. Aprés I'hybridation, différents lavages sont réalisés afin
d'éliminer I'excédent de sonde: un lavage dans une solution 5X SSC/10 mM DTT (60
minutes & 53°C), un lavage dans une solution 50% formamide/2X SSC/20 mM DTT (45
minutes 4 65°C) et trois lavages dans une solution 0,5 M NaCl/10 mM Tris-HCl/SmM
EDTA (10 minutes a 37°C). Un traitement & la RNase A (20 pg/mL dans la solution
NaCl/Tris-HCI/EDTA) est ensuite effectué (30 minutes a 37°C). Les sections sont rincées
dans la solution NaCl/Tris-HCIVEDTA (15 minutes a 37°C), dans la solution
formamide/SSC/DTT (30 minutes a 65°C) puis dans des solutions de 2X SSC et de 0,1X
SSC (15 minutes a la température de la piéce). Les sections sont finalement déshydratées
dans des solutions d'éthanol de concentrations croissantes contenant 300 mM d’acétate de
sodium, puis exposées en présence d'un film a rayons X (X-OMAT AR, Kodak, No. cat.
165 1454) pendant une nuit afin d’estimer ’intensité du signal d’hybridation. Les lames
sont ensuite enduites d’émulsion photographique (NTB-2, Kodak, No.cat. 165 4433) et
conservées a 4°C jusqu’au moment du développement. Le temps d’exposition est déterminé
en fonction de I’intensité du signal détecté sur I’autoradiogramme; selon les sondes, il peut
varier de quelques heures a quelques semaines.
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Afin de révéler le signal, les lames sont développées dans une solution de D19 (Kodak, No.
cat. 146 4593) et fixées dans une solution contenant un durcisseur (Kodak, No.cat. 146
4106). Les coupes sont ensuite colorées avec une solution de toluidine 0,02% afin de mettre
en évidence les structures anatomiques. Le signal d'hybridation est détecté grice aux points
luminescents formés par les grains d’argent de 1’émulsion photographique qui précipitent au
contact de la radioactivité. Ces points luminescents sont facilement observables au
microscope en champ noir. Toutes les observations sont faites avec un microscope Eclipse
E800 (Nikon). Les photographies sont prises a l'aide d'une caméra digitale 3CCD MTI.

2.5.3 Dénombrement des grains d'argent par cellule

Afin de déterminer si l'absence de la fonction Hoxaj affecte les niveaux d'expression des
divers génes impliqués dans le développement et la fonction de la glande thyroide, un
dénombrement des grains d'argent par cellule est effectué. Différentes aires des deux lobes de
la glande thyroide sont analysées au microscope a un grossissement de 600X.

2.6 Analyses statistiques

Une analyse de variance (ANOVA) en mesures répétées avec deux critéres de classification
(génotype et sexe) est utilisée pour comparer les courbes de croissance des souris de type
sauvage, hétérozygotes et homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3 (section 3.1.1).
Cette analyse tient compte de la dépendance temporelle qui existe entre les données
provenant d'une méme souris (analyse auto-régressive d'ordre 1). Une analyse utilisant Ia
distribution de Poisson permet de comparer l'dge d'ouverture des yeux et d'élévation des
oreilles des souris en fonction du génotype (section 3.1.2). Ces analyses sont réalisées par le
Service de Consultation Statistique de 'Université Laval a l'aide du logiciel SAS. Toutes les
autres analyses statistiques sont effectuées i l'aide du logiciel Instat (GraphPad) et
impliquent des tests de Student et des analyses ANOVA standard. Les tests de Student
sont utilisés pour comparer, en fonction du génotype, les niveaux sériques des hormones T,
et TSH (section 3.2) ainsi que le diamétre des follicules thyroidiens et la proportion des
follicules thyroidiens ne contenant pas de colloide (section 3.4.1). Les analyses ANOVA
sont utilisées afin de comparer les niveaux d'expression des génes impliqués dans la
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régulation et la fonction thyroidienne (dénombrement des grains d'argent par cellule, sections
3.52et3.5.3).



Chapitre 3

Résultats

L'objectif du projet de recherche était d'étudier les conséquences de I'absence du géne Hoxas
sur le développement et la fonction de la glande thyroide chez la souris. Dans cette optique,
de nombreuses analyses phénotypiques, sérologiques, histologiques et immuno-
histochimiques ont été réalisées. De plus, l'expression des divers génes impliqués dans la
régulation et la fonction thyroidiennes a été étudiée par hybridation in situ afin de
déterminer si I'absence de la fonction HoxaJ affectait I'expression de ces génes. Pour des fins
de comparaison, toutes les analyses ont été effectuées 4 la fois chez des souris homozygotes
mutantes pour la fonction Hoxaj et chez des souris de type sauvage issues de
I'environnement génétique pur 129/SvEv.

3.1 Quantification des phénotypes post-natals

Chez la souris, I'hypothyroidie s'accompagne souvent d'un retard de croissance, d'un délai
dans l'ouverture des yeux et l'élévation des oreilles et d'un ralentissement des réflexes
neuromoteurs. Ces phénotypes post-natals se retrouvent notamment chez les souris hyt/hyt
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souffrant d’hypothyroidie congénitale (Beamer et al., 1981; Adams et al., 1989) ainsi que
chez les souris transgéniques TG66-19 présentant une déficience en T, (Wallace et al.,
1995). Le retard de croissance et le délai dans l'ouverture des yeux observés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxaj sont donc des phénotypes associés a
'hypothyroidie chez la souris. Afin de mettre en lumiére l'effet de I'absence de la fonction
Hoxa$ sur le développement post-natal des souris homozygotes mutantes, la caractérisation
de ces différents phénotypes a été entreprise.

3.1.1 Courbes de croissance

Afin de quantifier le retard de croissance observé chez les souris homozygotes mutantes
pour la fonction HoxaJ, les souriceaux issus de croisements entre des souris hétérozygotes
(+/- x +/-) et entre des souris hétérozygotes et homozygotes mutantes (+/- X -/-) pour la
fonction HoxaJ ont été pesés quotidiennement pendant les quatre premiéres semaines aprés
la naissance (JO & J28) puis de fagon hebdomadaire jusqu'a la douziéme semaine (J84). Les
données recueillies ont servi a tracer les courbes de croissance des souris de type sauvage,
hétérozygotes et homozygotes mutantes pour la fonction Hoxaj (Figure 3.1). Les
croisements +/- X -/- réalisés afin d'obtenir un plus grand nombre de souris homozygotes
mutantes augmentent aussi le nombre de souris hétérozygotes (Figure 3.1, 3.2 et 3.3).

La Figure 3.1 montre clairement que les souris homozygotes mutantes souffrent d'un retard
de croissance comparativement aux souris de type sauvage et hétérozygotes pour la
fonction HoxaJ5. Ce retard est particuliérement évident pendant les troisiéme, quatriéme et
cinquiéme semaines aprés la naissance (de J14 & J35). L'analyse réalisée par le Service de
Consultation Statistique de 'Université Laval confirme d'ailleurs que la croissance des souris
homozygotes mutantes est retardée de fagon significative entre les jours 13 et 35 aprés la
naissance (p < 0,05). Au jour 13, le poids des souris homozygotes mutantes est de 23%
inférieur & celui des souris de type sauvage et de 18% inférieur 4 celui des souris
hétérozygotes. Au jour 35, le retard de croissance est de 11% par rapport aux souris de
type sauvage et de 8% par rapport aux souris hétérozygotes. Par la suite, les souris
homozygotes mutantes retrouvent graduellement un poids moyen équivalent i celui des
souris hétérozygotes et de type sauvage. Les différences de poids entre les souris des
différents génotypes sont d'ailleurs de moins de 2% a la fin de I'étude (J84).
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La Figure 3.1 permet également de constater que les courbes de croissance des souris
hétérozygotes et de type sauvage se chevauchent de la naissance i la cinquiéme semaine
(J35). L'écart qui apparait par la suite n'est pas statistiquement significatif En effet,
l'analyse réalisée par le Service de Consultation Statistique révéle que la croissance des
souris hétérozygotes n'est pas significativement différente de celle des souris de type
sauvage au cours des douze premiéres semaines apres la naissance (p > 0,05).

L'analyse statistique a également révélé que le sexe des souris n'influengait pas les résultats
de I'étude (p > 0,05). En effet, la différence de poids entre les souris méles et femelles, tous
génotypes confondus, est significative seulement a partir de la cinquiéme semaine aprés la
naissance (J35) (résultats non présentés). Ceci coincide avec le moment ou l'écart entre les
souris homozygotes mutantes et les souris hétérozygotes et de type sauvage devient non
significatif. Les résultats présentés a la Figure 3.1 sont donc une compilation des données
des souris males et femelles.
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Figure 3.1 Courbes de croissance des souris de type sauvage (+/+),
hétérozygotes (+/-) et homozygotes mutantes (-/-) pour la fonction
Hoxas$.

Les souris ont été pesées quotidiennement pendant les quatre premiéres semaines apres la
naissance (JO & J28), puis de facon hebdomadaire jusqu'a la douziéme semaine (J84). Les
données recueillies a la fois chez les males et les femelles ont été compilées afin de tracer les
courbes de croissance présentées ici. La croissance des souris homozygotes mutantes est
retardée de fagon significative comparativement a celle des souris de type sauvage et
hétérozygotes entre les jours 13 et 35 aprés la naissance (p < 0,05). Le nombre de souris
analysées pour chacun des génotypes est indiqué entre parenthéses. g: grammes.
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3.1.2 Ouverture des yeux et élévation des oreilles

L'age d'ouverture des yeux et d'élévation des oreilles des souris homozygotes mutantes pour
la fonction Hoxa5 a été déterminé par l'observation quotidienne de souriceaux issus de
croisements entre des souris hétérozygotes (+/- X +/-) et entre des souris hétérozygotes et
homozygotes mutantes (+/- X -/-) pour la fonction HoxaJ.

La Figure 3.2 permet de constater que l'ouverture des yeux des souris homozygotes
mutantes est grandement retardée comparativement a celle des souris de type sauvage et
hétérozygotes pour la fonction HoxaJ. En effet, alors que 80% des souris de type sauvage
et 50% des souris hétérozygotes ont les yeux ouverts 12 jours aprés la naissance, il faut
attendre au jour 16 avant que les premiéres souris homozygotes mutantes n'ouvrent les
yeux. A ce stade, toutes les souris de type sauvage et 90% des souris hétérozygotes ont les
yeux ouverts,

Comme le montre la Figure 3.2, toutes les souris de type sauvage ouvrent les yeux entre les
jours 12 et 16 aprés la naissance; '4ge moyen d'ouverture des yeux chez ces souris est de
12,45 + 1,10 jours. L'ouverture des yeux des souris hétérozygotes se produit entre les jours
11 et 20, 'ge moyen étant de 13,17 + 1,97 jours. Enfin, les souris homozygotes mutantes
ouvrent les yeux entre les jours 16 et 24 et I'dge moyen d'ouverture des yeux chez ces souris
est de 19,00 £ 2,29 jours. L'ouverture des yeux des souris homozygotes mutantes est donc
retardée de prés de 7 jours comparativement a celle des souris de type sauvage et de prés de
6 jours comparativement a celle des souris hétérozygotes. L'analyse effectuée par le Service
de Consultation Statistique indique que ces différences sont extrémement significatives (p <
0,0001). L'analyse statistique indique également qu'il n'y a pas de différence significative
entre I'dge moyen d'ouverture des yeux des souris hétérozygotes et de type sauvage (p >
0,05).

La Figure 3.3 montre que I'élévation des oreilles des souris homozygotes mutantes est
également retardée comparativement A celle des souris de type sauvage et hétérozygotes
pour la fonction Hoxa$. En effet, alors que 95% des souris de type sauvage et 83% des
souris hétérozygotes ont les oreilles élevées 16 jours aprés la naissance, seulement 24% des
souris homozygotes mutantes sont dans cette situation. L'dge moyen d'élévation des oreilles
est de 15,25 = 0,79 jours pour les souris de type sauvage, de 15,80 £ 0,91 jours pour les
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souris hétérozygotes et de 16,76 £ 0,94 jours pour les souris homozygotes mutantes.
L'élévation des oreilles des souris homozygotes mutantes est donc retardée d'environ un jour
et demi comparativement a celle des souris de type sauvage et d'un jour comparativement a
celle des souris hétérozygotes. L'analyse statistique indique que ces différences sont
extrémement significatives (p < 0,0001). De plus, l'analyse statistique montre qu'il y a une
différence significative entre I'dge moyen d'élévation des oreilles des souris hétérozygotes et
de type sauvage (p < 0,05).
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Figure 3.2 Age d'ouverture des yeux des souris de type sauvage (+/+),
hétérozygotes (+/-) et homozygotes mutantes (-/-) pour la fonction
Hoxa$.

L'dge d'ouverture des yeux des souris a été déterminé par des observations quotidiennes.
L’ouverture des yeux des souris homozygotes mutantes est retardée comparativement a
celle des souris de type sauvage et hétérozygotes (p < 0,0001). Le nombre de souris
analysées pour chacun des génotypes est indiqué entre parenthéses.
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Figure 3.3 Age d'élévation des oreilles des souris de type sauvage
(+/+), hétérozygotes (+/-) et homozygotes mutantes (-/-) pour la
fonction Hoxas$.

L'age d’élévation des oreilles des souris a été déterminé par des observations quotidiennes.
L’élévation des oreilles des souris homozygotes mutantes est retardée comparativement a
celle des souris de type sauvage et hétérozygotes (p < 0,0001). L’élévation des oreilles des
souris hétérozygotes est aussi retardée comparativement a celle des souris de type sauvage
(p < 0,05). Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes est indiqué entre
parentheéses.
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3.1.3 Réflexes neuromoteurs

Tel que mentionné précédemment (section 1.4.3), les hormones thyroidiennes sont
essentielles au développement des systémes nerveux et musculaire. Une déficience en T et
T; peut donc entrainer de graves retards neuromoteurs chez l'enfant. Un ralentissement des
réflexes neuromoteurs est également observé chez les souris présentant une déficience en
hormones thyroidiennes (Adams et al., 1989; Wallace et al., 1995).

Il existe plusieurs tests permettant d'évaluer |'état des réflexes chez la souris. Certains de ces
tests (surface righting, negative geotaxis et cliff avoidance) ont été utilisés par Adams et al.
(1989) et Wallace et al. (1995) afin d'analyser les souris Ayt/hyt et TG66-19. Les souris
hyt/hyt mettent beaucoup plus de temps que les souris de type sauvage a réussir les tests
negative geotaxis et cliff avoidance, mais elles réussissent trés bien le test surface righting
(Adams et al,, 1989). Les souris transgéniques TG66-19, quant a elles, développent
rapidement les réflexes nécessaires a la réalisation du test cliff avoidance mais pas ceux
requis pour le test surface righting (Wallace et al, 1995); le test negarive geotaxis n'a pas
été utilisé chez ces souris.

Les tests surface righting, negative geotaxis et cliff avoidance ont aussi été utilisés pour
évaluer les réflexes neuromoteurs des souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxas.
Ces tests doivent normalement étre réalisés dans un environnement contrdlé (température,
éclairage, bruit, etc.) et dans des conditions trés strictes afin d'obtenir des résultats
reproductibles. Malheureusement, toutes ces conditions ne pouvaient étre réunies lors des
tests effectués chez les souris de type sauvage, hétérozygotes et homozygotes mutantes
pour la fonction Hoxa3. Les résultats obtenus sont donc extrémement variables et non
reproductibles. Il est par conséquent impossible de les analyser en termes statistiques afin
d'effectuer des comparaisons entre les souris des différents génotypes. Les observations
qualitatives faites au cours des tests montrent cependant que les souris homozygotes
mutantes sont plus léthargiques que les souris hétérozygotes et de type sauvage pendant les
premiers jours suivant la naissance.

L'absence de la fonction HoxaJ entraine donc chez les souris homozygotes mutantes un
retard de croissance ainsi qu'un délai dans l'ouverture des yeux et I'élévation des oreilles qui
sont statistiquement significatifs. Ces phénotypes sont associés 3 une déficience en
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hormones thyroidiennes chez les souris Ayt/hyt et TG66-19 (Beamer et al., 1981; Adams et
al., 1989; Wallace et al., 1995), ce qui nous a amenés a supposer que les souris homozygotes
mutantes pour la fonction Hoxa3 souffraient elles aussi d’hypothyroidie. Afin de vérifier
cette hypothése, les niveaux sériques des hormones T; et TSH ont été mesurés chez les
souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJs.

3.2 Dosage des niveaux sériques des hormones T, et TSH

Les déréglements de la fonction thyroidienne s'accompagnent généralement de niveaux
anormaux d'’hormones thyroidiennes et de TSH. L'hyperthyroidie est caractérisée par des
niveaux sériques de T, et T; élevés et des niveaux sériques de TSH faibles, alors que
I'hypothyroidie est caractérisée par les symptomes inverses (Berne et Levy, 1988). Le
syndrome de résistance aux hormones thyroidiennes entraine quant a lui une augmentation
des niveaux sériques de T,, T3 et TSH (Retetoff et al., 1993). Chez les souris hyt/hyr qui
souffrent d'hypothyroidie congénitale, par exemple, les niveaux sérique de T, et T;
comptent pour & peine un diziéme des niveaux mesurés chez les souris de type sauvage et
les niveaux sériques de TSH sont 30 fois plus élevés que chez les souris de type sauvage
(Adams et al., 1989; Stein et al., 1989). Chez les souris homozygotes mutantes pour le géne
TRB, qui code pour les récepteurs nucléaires d'hormones thyroidiennes TRB1 et TRB2, les
niveaux sériques de T,, T; et TSH sont trois a six fois plus élevés que chez les souris de
type sauvage (Forrest et al., 1996; Gauthier et al., 1999). Afin de déterminer si l'absence du
géne Hoxa$ affectait la fonction thyroidienne, les niveaux sériques des hormones T et TSH
ont été mesurés A différents stades post-natals chez des souris de type sauvage et
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxas.

Le Tableau 3.1A montre que les niveaux sériques de l'hormone T, sont normaux chez les
souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ aux jours 6, 17 et 30 aprés la
naissance ainsi que chez les adultes. En effet, & ces stades les niveaux sériques de T, des
souris homozygotes mutantes sont relativement comparables a ceux des souris de type
sauvage; les tests de Student réalisés a l'aide du logiciel d'analyse statistique Instat
confirment d'ailleurs ces résultats (p > 0,05 pour J6, J17, J30 et adultes). Les faibles niveaux
sériques de T4 mesurés chez les souris naissantes (J0) n'ont pas pu étre analysés car ils se



71

situaient en dehors de la courbe standard utilisée pour déterminer la concentration exacte de

T, sérique.

Le Tableau 3.1B présente les résultats obtenus lors des dosages de I'hormone TSH chez les
souris de type sauvage et homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3. Au jour 15 aprés
la naissance, les niveaux sériques de TSH des souris homozygotes mutantes sont environ
une fois et demie (43%) plus élevés que ceux des souris de type sauvage. Le test de Student
réalisé 4 I'aide du logiciel Instat confirme que cette différence est statistiquement significative
(p < 0,05). Deux jours plus tard (J17), les niveaux sériques de TSH des souris homozygotes
mutantes sont légérement plus faibles que ceux des souris de type sauvage. Cette
diminution de 17% n'est cependant pas statistiquement significative (p > 0,05). Les
résultats des dosages de 'hormone TSH chez les souris de 15 et 17 jours et de 'hormone T,
chez les souris adultes ont été obtenus de Josée Aubin, une étudiante au doctorat dans le
laboratoire.

Les niveaux sériques de 'hormone thyroidienne T, sont donc normaux chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ3, ce qui ne correspond pas a la définition de
I'hypothyroidie. Cependant, I'augmentation transitoire des niveaux de TSH observée au jour
15 apreés la naissance n'élimine pas la possibilité que les souris homozygotes mutantes pour
la fonction Hoxa$ souffrent d'un dysfonctionnement temporaire de la glande thyroide, qui
serait suffisant pour induire les phénotypes post-natals de retard de croissance et de délai
dans l'ouverture des yeux et l'élévation des oreilles observés chez ces souris. Il aurait
toutefois été nécessaire de mesurer les niveaux sériques de TSH chez les souris
homozygotes mutantes au jour 16 aprés la naissance afin de valider cette hypothése. Il est
également possible que ces phénotypes post-natals ne soient pas causés par un
dysfonctionnement de la glande thyroide, mais plutdt par la perte d'expression du géne
Hoxa5 au niveau des structures affectées chez les souris homozygotes mutantes (yeux,
oreilles). Afin de vérifier cette hypothése, le profil d'expression du géne HoxaJ au niveau
des yeux et des oreilles a été analysé par hybridation in situ.
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Tableau 3.1 Niveaux sériques des hormones T, et TSH chez des souris
de type sauvage (+/+) et homozygotes mutantes (-/-) pour la fonction
Hoxas.

(A) Niveaux sériques de I'hormone T;. Les niveaux sériques de T; sont normaux chez les
souris homozygotes mutantes a tous les stades analysés (p > 0,05). (B) Niveaux sériques de
'hormone TSH. Les niveaux sériques de TSH sont légérement augmentés chez les souris
homozygotes mutantes 15 jours aprés la naissance (p < 0,05) et sont normaux 17 jours
aprés la naissance (p > 0,05). Les valeurs présentées correspondent a la moyenne * l'écart-
type. Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes est indiqué entre
parenthéses. J: jour; sign.: significatif.
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+/+ -/- Valeur p
Jo EntreOet 1 Entre O et 1 e
(n=11) (n=11)
J6 1,6 £0,2 1,7£0,2 p=0,36
(n=11) (n=218) (non sign.)
J17 3,105 4,6 2,1 p=10,52
(n=4) (n=4) (non sign.)
J30 39%0,9 3,2%£0,6 p=0,23
(n=4) (n=4) (non sign.)
Adultes 40+0,6 39+0,6 p=10,78
(n=195) (n=7 {non sign.)
Niveaux sériques de TSH (ng/mL)
+/H+ -/- Valeur p
J15 307 43+ 6 p=10,03
n=235) (n=13) (sign.)
J17 4619 38+13 p=10.27
(n=15) (n=4) (non sign.)
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3.3 Analyse du profil d'expression du géne Hoxa5 au niveau des
yeux et des oreilles au cours du développement embryonnaire

Les retards d'ouverture des yeux et d'élévation des oreilles observés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ sont caractéristiques d'un
dysfonctionnement de la glande thyroide, et plus particuliérement d'une déficience en
hormones thyroidiennes (Beamer et al., 1981; Adams et al., 1989; Wallace et al., 1995). Il
est cependant possible que ces phénotypes soient liés de fagon plus directe a I'absence de la
fonction Hoxa5. En effet, si le géne HoxaJ s'exprime au niveau des yeux et des oreilles (ce
qui n'a jamais été rapporté), son absence pourrait affecter le développement de ces organes
chez les souris homozygotes mutantes. Afin de vérifier cette possibilité, le profil
d'expression du géne Hoxaj au niveau des yeux ct des oreilles a été analysé par hybridation
in situ a l'aide de la sonde pLJ34, qui reconnait les quatre transcrits du géne Hoxa3 (voir les
sections 1.7.2, 2.5.1 et 3.5.1).

La Figure 3.4 montre que le géne Hoxa5 ne s'exprime pas au niveau des yeux et des oreilles
chez les embryons de type sauvage a 14.5 jours de gestation. Des résultats similaires sont
obtenus aux stades E12.5 et E18.5 (résultats non présentés). L'expression du géne HoxaJ3 au
niveau de ces structures n'est pas détectée non plus chez les embryons homozygotes
mutants 4 12.5 jours de gestation (résultats non présentés). Ces résultats éliminent donc la
possibilité que les phénotypes de délai dans I'ouverture des yeux et I'élévation des oreilles
observés chez les souris homozygotes mutantes soient causés directement par la perte
d'expression du géne Hoxa5 au niveau de ces structures. L'hypothése la plus plausible
permettant d'expliquer ces phénotypes post-natals demeure donc un dysfonctionnement
temporaire de la glande thyroide d & I'absence de la fonction Hoxa$. Afin de déterminer les
conséquences de I'absence du géne HoxaJ sur le développement et la fonction de la glande
thyroide, des analyses histologiques et immunohistochimiques de cet organe ont donc été

entreprises.
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Figure 3.4 Expression du géne Hoxa5 au niveau des yeux et des
oreilles chez un embryon de type sauvage a 14.5 jours de gestation.

Des sections transverses des yeux et des oreilles d'un embryon de type sauvage de 14.5
jours de gestation ont été hybridées avec la sonde pLJ34 reconnaissant les quatre transcrits
du géne Hoxa$. Le géne HoxaJ ne s’exprime pas au niveau des yeux et des oreilles a ce stade
du développement embryonnaire. Le signal détecté au niveau de la couche pigmentaire de la
rétine (pr) en champ noir est un artéfact di a la réfringence des pigments. p: paupiére; c:
cristallin; hv: humeur vitreuse; pr: pigments rétiniens; r: rétine; o: oreille. Grossissement
total: 100X.
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3.4 Analyses histologiques et immunohistochimiques de la glande
thyroide

Tel que mentionné a la section 1.3.2, la glande thyroide est formée par la fusion de deux
structures ayant des origines embryonnaires distinctes. Le diverticulum thyroidien, qui
donnera naissance aux thyrocytes, se forme vers le jour 9.5 de gestation chez la souris alors
que les deux corps ultimobrachiaux, qui donneront naissance aux cellules C, se forment vers
le jour 11.5 (Manley et Capecchi, 1998; Missero et al., 1998). Vers le jour 14 de gestation,
ces deux types cellulaires fusionnent de fagon a étre entremélés dans la glande thyroide
mature. Les premiers follicules thyroidiens contenant du colloide apparaissent vers le
seiziéme jour de gestation, ce qui coincide avec le début de la fonction thyroidienne chez
I'embryon, c'est-a-dire la production de thyroglobuline, de calcitonine et d'hormones
thyroidiennes (Fisher et Dussault, 1974).

Chez les souris Ayt/hyt, le développement de la glande thyroide est grandement affecté. En
effet, une hypoplasie importante est observée au cours des derniers stades du
développement embryonnaire ainsi que chez l'adulte. Plusieurs régions de la glande ne sont
pas organisées en follicules et les follicules présents sont plus petits que ceux observés chez
les souris de type sauvage (Beamer et al., 1981; Beamer et al., 1982; Stein et al., 1989). Un
phénotype similaire est observé chez les souris homozygotes mutantes pour le géne TRo
trois semaines aprés la naissance (Fraichard et al., 1997; Gauthier et al., 1999). La mutation
du géne TRP et la double mutation des génes TRa et TR entrainent quant a elles une
hyperplasie de la glande thyroide chez les souris homozygotes mutantes (Forrest et al.,
1996; Gauthier et al., 1999; Géthe et al., 1999). Enfin, chez les souris homozygotes
mutantes pour la fonction Hoxa3, la migration des corps ultimobrachiaux est affectée et,
chez certains individus, la fusion des cellules du diverticulum thyroidien et des corps
ultimobrachiaux ne se produit pas. De plus, chez ces souris, il y a peu de thyrocytes et de
cellules C dans la glande thyroide mature et les follicules sont désorganisés (Manley et
Capecchi, 1995).

Afin de déterminer si I'absence de la fonction HoxaJ affectait la morphogenése de la glande
thyroide, des analyses histologiques et immunohistochimiques ont été réalisées chez des
embryons et des souris de type sauvage et homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ.
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3.4.1 Analyses histologiques

La Figure 3.5 montre l'organisation structurale de la glande thyroide a différents stades du
développement embryonnaire (Figure 3.5A) et post-natal (Figure 3.5B) chez des individus
de type sauvage et homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ. Les cellules formant le
diverticulum thyroidien sont présentes au niveau du plancher du pharynx dés le jour 9.5 de
gestation, tant chez les embryons de type sauvage que chez les embryons homozygotes
mutants; ces résultats sont présentés & la Figure 3.9 (section 3.5.2; hybridation in situ avec
les sondes TTF-1, TTF-2 et Pax-8). La Figure 3.5A permet de constater qu'au stade E12.5,
la glande thyroide est formée de deux petits lobes ressemblant a des rosettes et contenant
uniquement des thyrocytes. A ce stade ainsi qu'a 14.5 jours de gestation (résultats non
présentés), l'aspect de la glande thyroide des embryons homozygotes mutants est
comparable a celui des embryons de type sauvage.

Comme le montre la Figure 3.5A, les premiers follicules thyroidiens apparaissent au jour
16.5 de gestation; ils sont détectés grice a la coloration au PAS qui réagit avec la
thyroglobuline contenue 2 l'intérieur des follicules et donne une coloration rose-mauve au
colloide (section 2.4.1.2). Bien que des petits follicules thyroidiens remplis de colloide
soient présents tant chez les embryons de type sauvage que chez les embryons
homozygotes mutants au stade E16.5, une légére désorganisation cellulaire est observée chez
certains embryons homozygotes mutants. En effet, chez ces embryons, les thyrocytes
entourant les follicules thyroidiens ne sont pas disposés de fagon aussi structurée que chez
les embryons de type sauvage, et le colloide semble plus diffus (Figure 3.5A).

Les anomalies les plus importantes sont cependant observées aux stades E17.5 et E18.5,
alors qu'on constate la présence de plusieurs follicules ne contenant pas ou trés peu de
colloide chez les embryons homozygotes mutants, une situation qui n'est observée que
rarement chez les embryons de type sauvage (Figure 3.5A). De fagon surprenante, on ne
retrouve plus de follicules vides chez les nouveaux-nés homozygotes mutants un jour plus
tard (JO, Figure 3.5B). La Figure 3.5B montre d'ailleurs que |'organisation structurale de la
glande thyroide des souris homozygotes mutantes est comparable & celle des souris de type
sauvage tout au long du développement post-natal (JO, J6, J17 et J30).
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Les résultats présentés au Tableau 3.2 indiquent qu'aux stades E16.5 et E17.5, bien que la
proportion de follicules ne contenant pas ou trés peu de colloide chez les embryons
homozygotes mutants soit plus faible que celle des embryons de type sauvage, les
différences observées ne sont pas statistiquement significatives (p > 0,05). Cependant, a
17.5 jours de gestation, 5 des 10 embryons homozygotes mutants analysés possédent de
deux a trois fois plus de follicules vides ou partiellement remplis de colloide que les
embryons de type sauvage (E17.5, Figure 3.5A et résultats non présentés). Le Tableau 3.2
permet également de constater qu'au stade E18.5, la proportion de follicules ne contenant
pas ou trés peu de colloide est environ trois fois plus élevée chez les embryons
homozygotes mutants que chez les embryons de type sauvage; cette augmentation est
statistiquement significative (p < 0,05).

Bien que plusieurs anomalies soient observées au niveau de la glande thyroide chez les
embryons homozygotes mutants aux stades E16.5, E17.5 et E18.5, le diamétre des follicules
n'est pas affecté par I'absence de la fonction HoxaJ a ces stades. Le Tableau 3.3 montre en
effet que, bien que le diamétre des follicules thyroidiens présents chez les individus
homozygotes mutants & ces stades embryonnaires ainsi qu'aux stades post-natals J0, J6 et
J17 soit toujours inférieur a celui des follicules thyroidiens retrouvés chez les embryons de
type sauvage, les différences observées ne sont pas statistiquement significatives (p > 0,05).
Une diminution significative du diamétre des follicules thyroidiens est cependant observée
30 jours aprés la naissance chez les souris homozygotes mutantes (diminution de 15%, p <
0,05), bien que l'organisation structurale de la glande thyroide ne semble pas affectée (Figure
3.5B).
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Figure 3.5 Analyse histologique de la glande thyroide d’embryons et de
souris de type sauvage (+/+) et homozygotes mutants (-/-) pour la
fonction Hoxas.

(A) Analyse histologique de la glande thyroide au cours du développement embryonnaire de
la souris (E12.5, E16.5, E17.5 et E18.5). Les premiers follicules thyroidiens contenant du
colloide apparaissent au stade E16.5 chez les embryons de type sauvage et homozygotes
mutants (fléches). Des zones de désorganisation cellulaire sont notées chez les embryons
homozygotes mutants au stade E16.5 (téte de fléche) et des follicules ne contenant pas de
colloide sont observés chez ces embryons aux stades E17.5 et E18.5 (tétes de fléches).
Aucune anomalie n'est détectée avant le stade E16.5. (B) Analyse histologique de la glande
thyroide au cours du développement post-natal de la souris (JO, J6, J17 et J30).
L’organisation structurale de la glande thyroide des souris homozygotes mutantes est
normale tout au long du développement post-natal (JO, J6, J17 et J30) et plusieurs follicules
contenant du colloide sont observés chez les souris de type sauvage et homozygotes
mutantes a ces stades. Les sections ont été colorées avec de I’hématoxyline de Mayer et de
I’éosine (E12.5) ou avec de I'acide périodique de Schiff (E16.5, E17.5, E18.5, JO, J6, J17 et
J30) afin de mettre en évidence les structures anatomiques. Le PAS colore le colloide
contenu A l’intérieur des follicules thyroidiens en rose-mauve. Le nombre de souris
analysées pour chacun des génotypes aux différents stades présentés est: E12.5: 3 +/+, 2 -/-;
E16.5: 3 +/+,7 -I-; E17.5: 5 +/+,9 -/-; E18.5: 6 +/+, 8 -/-; J0: 10 +/+, 11 -/-; J6: 10 +/+, 6 -/-;
J17: 4 +/+, 4 -/-; J30: 2 +/+, 4 -/-. Les spécimens présentés sur la figure sont représentatifs
de l'ensemble des embryons analysés. t: glande thyroide; E: embryonnaire; J: jour.
Grossissement total: 400X (E12.5) et 600X (tous les autres stades).
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Tableau 3.2 Proportion des follicules thyroidiens remplis, partiellement
remplis ou vides de colloide chez des embryons de type sauvage (+/+) et
homozygotes mutants (-/-) pour la fonction Hoxa$.

La proportion des follicules thyroidiens remplis, partiellement remplis ou vides de colloide
a été mesurée chez des embryons de 16.5, 17.5 et 18.5 jours de gestation. Aux stades E16.5
et E17.5, la proportion de follicules thyroidiens ne contenant pas ou trés peu de colloide est
comparable chez les embryons de type sauvage et homozygotes mutants (p > 0,05). Au
stade E18.5, la proportion de follicules thyroidiens ne contenant pas ou trés peu de colloide
est plus élevée chez les embryons homozygotes mutants (p < 0,05). Le nombre de souris
analysées pour chacun des génotypes est indiqué entre parenthéses; tous les follicules ont
été comptés pour chacune des souris analysées. E: embryonnaire; sign.: significatif.



84

E16.5
++ -I- Valeur p
(n=3) =7
Follicules ne contenant 4,4% 5,3% p=20,38
~pas de colloide (%) (non sign.)
Follicules partiellement 10,6% 19,9% p=0,15
remplis de colloide (%) (non sign.)
Follicules remplis de 85,0% 74,8% p=0,14
colloide (%) (non sign.)
E17.5
++ -/- Valeur p
(n=15) (n=9)
Follicules ne contenant 5,7% 11,3% p=0,48
pas de colloide (%) (non sign.)
Follicules partiellement 3,5% 7.4% p=0,18
remplis de colloide (%) (non sign.)
Follicules remplis de 90,8% 81,3% p=0.23
colloide (%) (non sign.)
E18.5
+/+ -/- Valeur p
(n=6) =8
Follicules ne contenant 4,2% 14,5% p=0,02
_pas de colloide (%) (sign.)
Follicules partiellement 6,0% 15,7% p=0,01
remplis de colloide (%) (sign.)
Follicules remplis de 89,8% 69,8% p = 0,005
colloide (%) (sign.)
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Tableau 3.3 Diamétre des follicules thyroidiens chez des embryons et
des souris de type sauvage (+/+) et homozygotes mutants (-/-) pour la
fonction Hoxas$.

Le diamétre des follicules thyroidiens a été mesurée chez des embryons de 16.5, 17.5 et 18.5
jours de gestation et chez des souris de 0, 6, 17 et 30 jours. Aux stades E16.5, E17.5, E18.5,
JO, J6 et J17, le diamétre des follicules thyroidiens est comparable chez les embryons de
type sauvage et homozygotes mutants (p > 0,05). Au jour 30 aprés la naissance, le diameétre
des follicules thyroidiens est plus faible chez les souris homozygotes mutantes (p < 0,05).
Les valeurs présentées correspondent 4 la moyenne + I'écart-type. Le nombre de souris
analysées pour chacun des génotypes est indiqué entre parenthéses. E: embryonnaire; J:
jour; sign.: significatif.



Diamétre des follicules thyroidiens (Lm)

g6

+/+ -/~ Valeur p

E16.5 42+0,5 40+04 p=0,40
(n=13) (n=7) (non sign.)

E17.5 59%0,5 53%1,1 p=0,29
(n=15) n=9) (non sign.)

E18.5 83%1,1 76+1,4 p =044
(n=4) (n=8) (non sign.)

Jo 10,9+0,8 10,5+0,9 p=10,26
(n=10) (n=11) (non sign.)

J6 16,6 £2,1 152+1,2 p=0,15
(n=10) (n=6) (non sign.)

J17 23413 20323 p = 0,06
(n=4) (n=4) (non sign.)

J30 27,8+0,8 23,7+t1,2 p=10,01

(n=2) (n=4) (sign.)
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3.4.2 Analyses immunohistochimiques

Les protéines nécessaires & la fonction thyroidienne proprement dite — thyroglobuline,
calcitonine et hormones thyroidiennes — commencent & étre synthétisées par la glande
thyroide vers le seiziéme jour de gestation (Fisher et Dussault, 1974). L'utilisation
d'anticorps spécifiques a permis de vérifier la présence de ces protéines a différents stades
du développement de la glande thyroide chez des embryons et des souris de type sauvage et
homozygotes mutants pour la fonction Hoxas.

3.4.2.1 Production de thyroglobuline

La Figure 3.6 montre que la thyroglobuline est produite par les thyrocytes dés le jour 15.5
de gestation, tant chez les embryons de type sauvage que chez les embryons homozygotes
mutants pour la fonction HoxaS$. A ce stade, puisque la structure des follicules thyroidiens
n'est pas encore bien définie, la thyroglobuline se retrouve localisée & l'intérieur des
thyrocytes ou légérement dispersée & travers la glande. La quantit¢ de thyroglobuline
détectée chez les embryons homozygotes mutants aux stades E15.5 et E16.5 est comparable
a celle détectée chez les embryons de type sauvage. Cependant, alors que les premiers
follicules thyroidiens contenant de la thyroglobuline apparaissent chez les embryons de
type sauvage au jour 16.5 de gestation, trés peu de follicules bien formés sont détectés chez
les embryons homozygotes mutants au méme stade. En fait, tel qu'observé lors de l'analyse
histologique (Figure 3.5A), les thyrocytes ne sont pas disposés de fagon trés structurée
chez les embryons homozygotes mutants au stade E16.5 et des zones de désorganisation
cellulaire sont observées. La thyroglobuline se retrouve donc légérement dispersée dans
toute la glande thyroide comme au stade E15.5.

En accord avec les observations faites lors de l'analyse histologique (Figure 3.5A), les
anomalies les plus importantes sont détectées aux stades E17.5 et E18.5. La Figure 3.6
permet en effet de constater la présence d'un trés grand nombre de follicules ne contenant
pas de thyroglobuline chez les embryons homozygotes mutants & 17.5 et 18.5 jours de
gestation. La thyroglobuline détectée a ces stades est localisée au niveau des thyrocytes et
en périphérie du lumen des follicules, et ne semble pas s'accumuler a l'intérieur des follicules
comme c'est le cas chez les embryons de type sauvage. Au moment de la naissance (JO,
Figure 3.6) ainsi qu'aux stades post-natals subséquents (J17, Figure 3.6; J6 et J30, résultats
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non présentés), on constate cependant que les follicules thyroidiens des souris
homozygotes mutantes sont remplis de thyroglobuline tout comme ceux des souris de type
sauvage. L'organisation structurale de la glande thyroide des souris homozygotes mutantes
est d'ailleurs comparable a celle des souris de type sauvage de la naissance i l'dge adulte

(Figure 3.6 et résultats non présentés), ce qui est en accord avec les observations faites lors
de I'analyse histologique (Figure 3.5B).
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Figure 3.6 Analyse immunohistochimique de la production de
thyroglobuline par la glande thyroide chez des embryons et des souris
de type sauvage (+/+) et homozygotes mutants (-/-) pour la fonction
Hoxas.

Des sections de la glande thyroide d’embryons (E15.5, E16.5, E17.5 et E18.5) et de souris
(JO et J17) ont été incubées en présence d’un anticorps polyclonal dirigé contre la
thyroglobuline. Le DAB donne une coloration brune aux régions ou se retrouve la
thyroglobuline. Les sections sont contre-colorées avec de I'hématoxyline de Mayer. La
thyroglobuline est détectée dés le stade E15.5 chez les embryons de type sauvage et
homozygotes mutants (fléches). Des zones de désorganisation cellulaire sont notées chez les
embryons homozygotes mutants au stade E16.5 (téte de fléche) et des follicules ne
contenant pas de thyroglobuline sont observés chez ces embryons aux stades E17.5 et
E18.5 (tétes de fleches). L’organisation structurale de la glande thyroide des souris
homozygotes mutantes semble normale au cours du développement post-natal (JO et J17) et
la majorité des follicules contiennent de la thyroglobuline chez les souris de type sauvage et
homozygotes mutantes & ces stades (fléches). Le nombre de souris analysées pour chacun
des génotypes aux différents stades présentés est: E15.5: 6 +/+, 8 -/-; E16.5: 3 +/+, 7 -/-;
E17.5:5 +/+,9 -/-; E18.5: 5 +/+, 10 -/-; JO: 10 +/+, 11 -/~; J17: 4 +/+, 4 -/-. Les spécimens
présentés sur la figure sont représentatifs de I'ensemble des embryons analysés. E:
embryonnaire; J: jour. Grossissement total: 600X.
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3.4.2.2 Production de calcitonine et de thyroxine

La Figure 3.7 montre la production de calcitonine et de thyroxine a différents stades du
développement embryonnaire et post-natal chez des individus de type sauvage et
homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5. Cette figure permet de constater que

I'absence de la fonction Hoxa5 n'affecte pas la production de ces deux hormones.

La calcitonine est produite par les cellules C a partir du jour 16.5 de gestation, tant chez les
embryons de type sauvage que chez les embryons homozygotes mutants (Figure 3.7). A ce
stade ainsi qu'aux stades E17.5 (résultats non présentés) et E18.5 (Figure 3.7), la quantité de
calcitonine détectée chez les embryons de type sauvage et homozygotes mutants est faible
et les cellules positives sont dispersées a travers la glande thyroide. Cependant, au stade
E18.5 ainsi qu’aux stades post-natals subséquents (JO et J17, Figure 3.7; J6 et J30, résultats
non présentés), les cellules positives sont principalement concentrées dans la région centrale
des lobes thyroidiens, tant chez les individus de type sauvage que chez les individus
homozygotes mutants. Au moment de la naissance (JO, Figure 3.7), la quantité de
calcitonine produite par les cellules C est plus importante qu'aux stades embryonnaires et
augmente graduellement au cours du développement post-natal (J17, Figure 3.7; J6 et J30,
résultats non présentés). A tous les stades analysés, la quantité de calcitonine détectée chez
les individus homozygotes mutants et la disposition des cellules positives a travers la glande
thyroide sont comparables a ce qui est observé chez les individus de type sauvage.

La Figure 3.7 montre également que la production de T4 commence aussi au jour 16.5 de
gestation. A ce stade, on détecte déja de grandes quantités de T, a travers toute la glande
thyroide tant chez les embryons de type sauvage que chez les embryons homozygotes
mutants. Au cours des stades embryonnaires et post-natals subséquents (E18.5, JO et J17,
Figure 3.7; E17.5, J6 et J30, résultats non présentés), la T, est détectée principalement a
l'intérieur des follicules thyroidiens. L'intensité du marquage est équivalente chez les
individus de type sauvage et homozygotes mutants 4 tous les stades analysés, ce qui est en
accord avec les résultats obtenus lors des dosages (section 3.2).

Les analyses histologiques et immunohistochimiques montrent donc que l'absence de la
fonction Hoxa$ affecte le développement et 'organisation structurale de la glande thyroide
ainsi que la production de thyroglobuline a des stades embryonnaires bien précis (E16.5 a
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E18.5). Les calcitonine et la thyroxine semblent cependant étre produites normalement chez
les embryons homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ.
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Figure 3.7 Analyse immunohistochimique de la production de
calcitonine et de thyroxine par la glande thyroide chez des embryons et
des souris de type sauvage (+/+) et homozygotes mutants (-/-) pour la
fonction Hoxas.

Des sections de la glande thyroide d’embryons (E16.5 et E18.5) et de souris (JO et J17) ont
été incubées en présence d’anticorps polyclonaux dirigés contre la calcitonine ou la
thyroxine. Le DAB donne une coloration brune aux cellules produisant la calcitonine
(cellules C) et aux régions ol se retrouve la thyroxine. Les sections sont contre-colorées avec
de I’hématoxyline de Mayer. La calcitonine est détectée dés le stade E16.5 chez les
embryons de type sauvage et homozygotes mutants (fléches); aucune différence qualitative
ou quantitative n'est observée chez les embryons et les souris homozygotes mutants a tous
les stades analysés. La thyroxine est aussi détectée dés le stade E16.5 chez les embryons de
type sauvage et homozygotes mutants (fléches). Aucune différence qualitative ou
quantitative n'est observée chez les embryons et les souris homozygotes mutants a tous les
stades analysés, et des follicules contenant de la thyroxine sont observés chez les embryons
et les souris de type sauvage et homozygotes mutants aux stades E18.5, JO et J17 (fléches).
Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes aux différents stades présentés
est, pour la calcitonine: E16.5: 3 +/+, 7 -/-; E18.5: 7 +/+, 14 -/~; J0: 10 +/+, 11 -/-; J17: 4
+/+, 4 -/-. Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes aux différents stades
présentés est, pour la thyroxine: E16.5: 3 +/+, 7 -/-; E18.5: 6 +/+, 13 -/; JO: 10 +/+, 10 -/-;
J17: 4 +/+, 4 -/-. Les spécimens présentés sur la figure sont représentatifs de l'ensemble des
embryons analysés. E: embryonnaire; J: jour. Grossissement total: 400X.
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3.5 Analyse du profil d'expression de divers génes impliqués dans
le développement et 1a fonction de la glande thyroide

Comme tous les génes Hox, le géne Hoxaj code pour un facteur de transcription essentiel au
développement normal de l'embryon. En tant que facteur de transcription, la protéine
HOXAS5 peut donc agir sur l'expression de différents génes régulateurs et effecteurs
impliqués dans les processus développementaux. Des travaux réalisés dans le laboratoire ont
d'ailleurs permis d'identifier certains génes effecteurs du facteur HOXAS. En effet, I'absence
de la fonction HoxaJ5 perturbe l'expression des génes TTF-1, HNF-3f et N-myc au niveau de
I'épithélium pulmonaire chez les souris homozygotes mutantes (Aubin et al., 1997).

Afin de déterminer les conséquences de l'absence de la fonction HoxaJj sur l'expression des
divers génes impliqués dans le développement et la fonction de la glande thyroide, des
expériences d'hybridation in situ ont été réalisées sur des sections de la glande thyroide
d'embryons de type sauvage et homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ. Le profil et
le niveau d'expression des génes Hoxa3, Hoxa3, TTF-1, TTF-2, Pax-8, Tg, TPO et TSHr ont
été analysés lors de cette étude.

3.5.1 Analyse du profil d'expression des génes Hoxa5, Hoxa3, TTF-1,
TTF-2 et Pax-8 au niveau de la glande thyroide en développement

Les analyses histologiques et immunohistochimiques ont montré que I'absence de la fonction
Hoxa5 perturbait la morphogenése de la glande thyroide chez les embryons homozygotes
mutants. Afin d'évaluer si le géne Hoxad exerce un contrle direct ou indirect sur le
développement de la glande thyroide, le profil d'expression de ce géne au niveau de la glande
thyroide a été analysé par hybridation in situ.

La Figure 3.8 présente le profil d'expression des génes Hoxa3, Hoxa3, TTF-1, TTF-2 et Pax-
8 au niveau de la glande thyroide chez des embryons au jour 12.5 de gestation. L'expression
des génes Hoxa5 et Hoxa3 a été analysée i la fois chez des embryons de type sauvage et
homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5 (Figure 3.8B), alors que l'expression des
génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 a été analysée uniquement chez des embryons de type
sauvage afin de mettre en évidence les structures thyroidiennes (Figure 3.8A). En effet, il est
connu que ces trois génes s'expriment au niveau des lobes et/ou de l'isthme de la glande
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thyroide au cours du développement embryonnaire (Plachov et al., 1990; Lazzaro et al.,
1991; Kimura et al., 1996; Zannini et al., 1997). Une analyse plus détaillée du profil
d'expression de ces génes chez des embryons de type sauvage et homozygotes mutants
pour la fonction HoxaJ est présentée plus loin (Figure 3.9, section 3.5.2).

La Figure 3.8A permet de constater qu'au jour 12.5 de gestation, le géne TTF-] s'exprime au
niveau des lobes et de ['isthme de la glande thyroide ainsi que dans I'épithélium de la trachée.
L'expression du géne T7F-/ au niveau de ces structures a déja été rapportée (Lazzaro et al.,
1991; Kimura et al., 1996; Aubin et al., 1997; Zannini et al,, 1997). Au méme stade,
I'expression du géne TTF-2 est détectée dans I'isthme de la glande thyroide, ['épithélium de
l'oesophage et, trés faiblement, au niveau des lobes thyroidiens. Alors que le profil
d'expression du géne T7F-2 au niveau de la glande thyroide est connu (Zannini et al., 1997),
l'expression de ce géne au niveau de l'oesophage n'a jamais été rapportée. Finalement, le géne
Pax-8 s'exprime uniquement au niveau de ['isthme de la glande thyroide a 12.5 jours de
gestation. Cependant, a 14.5 jours de gestation, le profil d'expression des génes T7F-2 et
Pax-8 inclut également les lobes thyroidiens (Figure 3.9, section 3.5.2).

Le profil d'expression du géne Hoxa5 au niveau de la glande thyroide a été analysé a l'aide de
deux sondes différentes (Figure 1.5). La premiére sonde (pLJ34) correspond aux séquences
3'-non traduites du deuxiéme exon du géne Hoxa3 et reconnait les quatre transcrits du géne,
incluant le transcrit de 1.8 kb codant pour la protéine HOXAS, alors que la seconde sonde
(pLJ36) correspond & des séquences intergéniques séparant les génes Hoxa5 et Hoxa6 et
reconnait uniquement les trois plus longs transcrits (4.9, 9.5 et 11 kb). La Figure 3.8B
présente les résultats obtenus chez des embryons de type sauvage et homozygotes mutants
pour la fonction Hoxa5 & 12.5 jours de gestation. Chez les embryons de type sauvage, la
sonde pLJ34 permet de détecter I'expression du géne Hoxa5 dans les régions bordant les
lobes et l'isthme de la glande thyroide ainsi que dans le mésenchyme entourant la trachée. Ce
profil d'expression est cependant spécifique 4 la sonde pLJ34 puisque aucun signal
d'hybridation n'est obtenu avec la sonde pLJ36 dans la région de la glande thyroide chez les
embryons de type sauvage, indiquant ainsi que seul le transcrit de 1.8 kb s'exprime dans
cette région. De plus, aucun signal d'hybridation n'est obtenu avec la sonde pLJ34 chez les
embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5 (Figure 3.8B). Des résultats
similaires sont obtenus chez des embryons de type sauvage et homozygotes mutants a 14.5
jours de gestation (résultats non présentés).
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L'expression du géne Hoxa3 au niveau de la glande thyroide en développement a déja été
rapportée (Gaunt et al., 1988). De plus, les souris homozygotes mutantes pour la fonction
Hoxa3 présentent des anomalies au niveau de la glande thyroide: migration incompléte des
corps ultimobrachiaux, hypoplasie, désorganisation des follicules (Manley et Capecchi,
1995). Puisque certains de ces phénotypes s'apparentent a ceux observés chez les embryons
homozygotes mutants pour la fonction Hoxa3 (voir la section 3.4), l'expression du géne
Hoxa3 a été analysée chez les embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5 afin
de détecter une possible interaction entre les deux génes. La Figure 3.8B permet de constater
que le géne Hoxa3, tout comme le géne Hoxa3, ne s'exprime pas directement dans la glande
thyroide mais plutdt faiblement autour des lobes & 12.5 jours de gestation. Ce profil
d'expression se retrouve a la fois chez les embryons de type sauvage et homozygotes
mutants pour la fonction Hoxa3. De plus, les niveaux d'expression du géne Hoxa3 ne
semblent pas étre affectés par l'absence de la fonction Hoxaj chez les embryons
homozygotes mutants 4 12.5 jours de gestation (Figure 3.8B). Des résultats similaires sont
obtenus chez des embryons de type sauvage et homozygotes mutants i 14.5 jours de
gestation (résultats non présentés).

L'expression des génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 a également été analysée 4 9.5 jours de
gestation, au moment ou le diverticulum thyroidien se forme au niveau du plancher du
pharynx; les résultats obtenus sont présentés a la Figure 3.9 (section 3.5.2). Quant aux
génes Hoxa5 et Hoxa3, leur expression n'a pas été détectée dans la région de la glande
thyroide a ce stade (résultats non présentés).
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Figure 3.8 Expression des génes Hoxa5, Hoxa3, TTF-1, TTF-2 et Pax-8
au niveau de la glande thyroide chez des embryons de type sauvage
(+/+) et homozygotes mutants (-/-) pour la fonction Hoxa$ a 12.5 jours
de gestation.

(A) Des sections transverses de la glande thyroide d’embryons de type sauvage de 12.5
jours de gestation ont été hybridées avec les sondes TTF-1, TTF-2 et Pax-8. A ce stade, le
géne TTF-1 s’exprime dans les lobes (fléches) et I'isthme de la glande thyroide et dans
I’épithélium de la trachée; le géne TTF-2 s’exprime dans |’isthme de la glande thyroide, dans
I’épithélium de I’cesophage et, trés faiblement, dans les lobes thyroidiens (fléches); le géne
Pax-8 s’exprime uniquement dans I'isthme de la glande thyroide. Les fléches pointent les
lobes thyroidiens. (B) Des sections transverses de la glande thyroide d’embryons de type
sauvage et homozygotes mutants pour la fonction Hoxa3 de 12.5 jours de gestation ont été
hybridées avec la sonde pLJ34, reconnaissant les quatre transcrits du génes HoxaJ, et avec
la sonde Hoxa3; I’hybridation avec la sonde pLJ36, reconnaissant uniquement les trois longs
transcrits du géne HoxaJ, a été réalisée seulement chez des embryons de type sauvage. La
sonde pLJ34 permet de détecter I’expression du géne Hoxa$ dans le mésenchyme adjacent
aux lobes (fléches) et a I'isthme de la glande thyroide chez les embryons de type sauvage;
aucun signal n’est détectée chez les embryons homozygotes mutants. Aucun signal n’est
détecté avec la sonde pLJ36 dans la région de la glande thyroide chez les embryons de type
sauvage. Le géne Hoxa3 s’exprime faiblement autour des lobes thyroidiens (fléches) chez les
embryons de type sauvage et homozygotes mutants pour la fonction Hoxas. Les fléches
pointent les lobes thyroidiens. Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes
est de 2 +/+, 2 -/- avec la sonde pLJ34 et de 3 +/+, 5 -/- avec la sonde Hoxa3. Les spécimens
présentés sur la figure sont représentatifs de I'ensemble des embryons analysés. t: glande
thyroide; i: isthme; tr: trachée; oe: oesophage. Grossissement total: 100X.
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3.5.2 Analyse du profil et du niveau d'expression des génes régulateurs
de la fonction thyroidienne TTF-1, TTF-2 et Pax-8 a différents stades
du développement embryonnaire

Les génes régulateurs de la fonction thyroidienne commencent a étre exprimés dans les
cellules du diverticulum thyroidien dés le jour 9.5 de gestation chez la souris. Cependant,
alors que les génes TTF-] et Pax-8 s'expriment de fagon continue au niveau de la glande
thyroide jusqua I’dge adulte, les travaux réalisés par Zannini et al. (1997) indiquent que
I'expression du géne 77F-2 au niveau de cet organe s'éteint vers le jour 15.5 de gestation
pour ne réapparaitre qu'a I'dge adulte (Plachov et al., 1990; Lazzaro et al., 1991; Kimura et
al., 1996; Zannini et al., 1997).

La Figure 3.9 présente le profil d'expression des génes régulateurs 77F-/, TTF-2 et Pax-8 au
niveau de la glande thyroide chez des embryons de type sauvage et homozygotes mutants
pour la fonction Hoxa5 & différents stades du développement. Cette figure permet de
constater que les génes TTF-/, TTF-2 et Pax-8 s'expriment au niveau du diverticulum
thyroidien dés le jour 9.5 de gestation, tant chez les embryons de type sauvage que chez les
embryons homozygotes mutants. Cependant, alors que l'expression des génes TTF-/ et
Pax-8 est restreinte aux cellules formant le diverticulum thyroidien, I'expression du géne
TTF-2 s'étend a toute la région du pharynx (Figure 3.9). Au stade E14.5, les génes TTF-/,
TTF-2 et Pax-8 s'expriment dans les lobes et l'isthme de la glande thyroide tant chez les
embryons de type sauvage que chez les embryons homozygotes mutants; l'isthme n'est
cependant pas visible sur les photographies présentées a la Figure 3.9. Tel qu'observé au
stade E12.5 (Figure 3.8, section 3.5.1), le géne TTF-] s'exprime également dans I'épithélium
de la trachée 4 14.5 jours de gestation alors que le géne 77F-2 s'exprime plus faiblement
dans I'épithélium de l'oesophage (Figure 3.9). A 18.5 jours de gestation, les génes TTF-1,
TTF-2 et Pax-8 s'expriment toujours au niveau des lobes thyroidiens chez les embryons de
type sauvage et homozygotes mutants (Figure 3.9). L'expression du géne T7F-2 4 ce stade
est cependant inattendue compte tenu des résultats rapportés par Zannini et al. (1997)
indiquant que ce géne cesse de s'exprimer vers le jour 15.5 de gestation chez la souris pour
ne réapparaitre qu'a I'dge adulte. En fait, l'analyse détaillée du profil d'expression du géne
TTF-2 réalisée chez des embryons et des souris de type sauvage et homozygotes mutants
pour la fonction Hoxa’ montre que ce géne s'exprime de fagon continue jusqu'a I'dge adulte.
En effet, 'expression de ce géne est détectée au niveau de la glande thyroide aux stades E9.5,
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E12.5,E14.5,E15.5, E16.5, E18.5, JO et J6 chez les embryons et les souris de type sauvage
et homozygotes mutants (Figure 3.8, Figure 3.9, Tableau 3.4B et résultats non présentés).
Le profil d'expression temporel obtenu pour le géne TTF-2 ne correspond donc pas a celui
décrit par Zannini et al. (1997).

Bien que, qualitativement, le profil d'expression des génes régulateurs T7F-1, TTF-2 et Pax-
8 ne soit pas perturbé par l'absence de la fonction HoxaJ, les niveaux d'expression de ces
génes sont affectés chez certains embryons homozygotes mutants a différents stades du
développement. La Figure 3.9 permet en effet de constater une baisse des niveaux
d'expression des génes TTF-1 et TTF-2 chez les embryons homozygotes mutants aux stades
E9.5 et E14.5. Au stade E14.5, I'absence de la fonction Hoxaj entraine également une
diminution des niveaux d'expression du géne Pax-§8. Finalement, chez les embryons
homozygotes mutants au stade E18.5, les niveaux d'expression du géne TTF-/ semblent
normaux, ceux du géne T7F-2 sont augmentés et ceux du géne Pax-8 sont diminués (Figure
3.9).

Afin de quantifier les différences de niveaux d'expression des génes régulateurs de la fonction
thyroidienne observées chez les embryons homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ,
un dénombrement des grains d'argent par cellule a été effectué chez tous les embryons de
type sauvage et homozygotes mutants analysés a différents stades du développement
(Tableau 3.4).

Les résultats présentés au Tableau 3.4A confirment la diminution des niveaux d'expression
du géne TTF-] observée chez les embryons homozygotes mutants au stade E9.5 (Figure
3.9). Cette diminution globale de 30% est statistiquement significative (p < 0,05). Aux
stades subséquents (E12.5, E14.5, E15.5 et E18.5), la comparaison globale des niveaux
d'expression du géne TTF-/ chez les embryons de type sauvage et homozygotes mutants ne
permet pas de détecter de différences statistiquement significatives (p > 0,05 dans tous les
cas). Le Tableau 3.4A permet cependant de constater qu'a 12.5 jours de gestation, 1 des 4
embryons homozygotes mutants analysés présente une diminution significative des niveaux
d'expression du géne T7F-] alors qu'a 14.5 jours de gestation, une diminution significative
est observée chez 2 des 6 embryons homozygotes mutants analysés. Au stade E15.5, sur
les trois embryons homozygotes mutants analysés, un présente une diminution
significative, un autre présente une augmentation significative et le dernier ne présente
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aucune différence dans les niveaux d'expression du géne 77F-1. Finalement, au stade E18.5,
une augmentation significative des niveaux d'expression du géne T7TF-] est observée chez 1
des 4 embryons homozygotes mutants analysés.

Les résultats présentés au Tableau 3.4B confirment la diminution des niveaux d'expression
du géne TTF-2 observée chez les embryons homozygotes mutants a 9.5 jours de gestation
(Figure 3.9). Cette diminution globale de 32% est statistiquement significative (p < 0,05).
Au stade El14.5, 2 des 6 embryons homozygotes mutants analysés présentent une
diminution significative des niveaux d'expression du géne TTF-2. De plus, a ce stade, une
diminution globale de 20% statistiquement significative est observée chez les embryons
homozygotes mutants. A 15.5 jours de gestation, 2 des 3 embryons homozygotes mutants
analysés présentent une augmentation importante des niveaux d'expression du géne TTF-2.
En fait, une augmentation globale et significative de 46% est observée a ce stade. Au stade
E16.5, | des 4 embryons analysés présente une augmentation significative des niveaux
d'expression du géne 7TF-2. Finalement, au stade E18.5, tous les embryons homozygotes
mutants analysés présentent une augmentation significative et trés importante
(augmentation globale de 92%) des niveaux d'expression du géne TTF-2.

Les résultats présentés au Tableau 3.4C indiquent qu'il n'y a pas de différence significative
globale entre les niveaux d'expression du géne Pax-8 chez les embryons de type sauvage et
homozygotes mutants 4 9.5 et 14.5 jours de gestation (p > 0,05). Cependant, une
diminution significative des niveaux d'expression du géne Pax-8 est observée chez 2 des 6
embryons analysés au stade E14.5. Finalement, une diminution globale de 16% des niveaux
d'expression du géne Pax-8 est observée chez les embryons homozygotes mutants au stade
E18.5; cette diminution est statistiquement significative (p < 0,05).

En résumé, les résultats obtenus indiquent que l'absence de la fonction Hoxaj n'affecte pas
le profil d'expression spatio-temporel des génes régulateurs de la fonction thyroidienne. Les
niveaux d'expression des génes T7F-I et TTF-2 sont cependant diminués aux stades E9.5 et
El4.5 et sont augmentés a partir du stade E15.5 chez certains embryons homozygotes
mutants, les niveaux d'expression du géne Pax-8 diminuent a partir du stade E14.5 chez
certains embryons homozygotes mutants et une augmentation importante des niveaux
d'expression du géne TTF-2 est notée chez tous les embryons homozygotes mutants
analysés au stade E18.5.
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Figure 3.9 Expression des génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 au niveau de
la glande thyroide chez des embryons de type sauvage (+/+) et
homozygotes mutants (-/-) pour la fonction Hoxas$.

Des sections de la glande thyroide d’embryons de 9.5, 14.5 et 18.5 jours de gestation ont été
hybridées avec les sondes TTF-/, TTF-2 et Pax-8. Au stade E9.5, les génes TTF-1, TTF-2 et
Pax-8 s’expriment dans le diverticulum thyroidien chez les embryons de type sauvage et
homozygotes mutants; I’expression du géne TTF-2 s'étend également dans toute la région du
pharynx. Au stade E14.5, les génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 s'expriment dans les lobes
thyroidiens chez les embryons de type sauvage et homozygotes mutants; le géne TTF-/
s'exprime également dans 1’épithélium de la trachée et le géne T7F-2 s’exprime faiblement
dans [’épithélium de I’cesophage. Au stade E18.5, les génes TTF-I, TTF-2 et Pax-8 sont
encore détectés dans les lobes thyroidiens chez les embryons de type sauvage et
homozygotes mutants. Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes aux
différents stades présentés est: E9.5: 2 +/+, 5 -/-; E14.5: 3 +/+, 6 -/-; E18.5: 2 +/+, 4 -/- avec
la sonde TTF-1; E9.5: 4 +/+, § -/~; E14.5: 3 +/+, 6 -/-; E18.5: 3 +/+, 3 -/- avec la sonde TTF-
2; E9.5: 3 +/+, 5 -/-; E14.5: 3 +/+, 6 -/-; E18.5: 2 +/+, 3 -/- avec la sonde Pax-8. Les
spécimens présentés sur la figure sont représentatifs de l'ensemble des embryons analysés.
dt: diverticulum thyroidien; t: glande thyroide; i: isthme; tr: trachée; oe: oesophage.
Grossissement total: 100X (E14.5) et 200X (E9.5 et E18.5).
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Tableau 3.4 Niveaux d'expression des génes T7TF-1, TTF-2 et Pax-8 au
niveau de la glande thyroide chez des embryons de type sauvage (+/+)
et homozygotes mutants (-/-) pour la fonction Hoxa$.

Un dénombrement des grains d'argent par cellule a été réalisé afin de quantifier les niveaux
d'expression des génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 au niveau de la glande thyroide chez des
embryons de type sauvage et homozygotes mutants. (A) Niveaux d'expression du géne
TTF-1 chez des embryons de 9.5, 12.5, 14.5, 15.5 et 18.5 jours de gestation. Les niveaux
d'expression du géne T7F-/ sont diminués chez les embryons homozygotes mutants au
stade E9.5 (p < 0,05). (B) Niveaux d'expression du géne T7TF-2 chez des embryons de 9.5,
14.5, 15.5, 16.5 et 18.5 jours de gestation. Les niveaux d'expression du géne TTF-2 sont
diminués chez les embryons homozygotes mutants aux stades E9.5 et E14.5 et sont
augmentés aux stades E15.5 et E18.5 (p < 0,05). (C) Niveaux d'expression du géne Pax-8
chez des embryons de 9.5, 14.5 et 18.5 jours de gestation. Les niveaux d'expression du géne
Pax-8 sont diminués chez les embryons homozygotes mutants au stade E18.5 (p < 0,05).
Les valeurs présentées dans les zones grises correspondent a la moyenne + I'écart-type pour
l'ensemble des embryons de type sauvage et homozygotes mutants analysés; les valeurs
présentées dans les zones blanches correspondent & la moyenne * I'écart-type pour chacun
des embryons homozygotes mutants analysés. Le nombre de souris analysées pour chacun
des génotypes est indiqué entre parenthéses. E: embryonnaire; sign.: significatif.
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TTF-1

Grains d'argent par cellule

+/+ -/~ % Changement Valeur p
E9.5 92+1,5 6,4%1,5 1 30% p = 0,01
(n=2) (n=35) (sign.)
E125 8,1£0,8 7,7+2,7 1 5% p = 0,66
(n=3) (n=4) (non sign.)
4,1+1,0 1 49% p <0,01
7,1+£0,7 L12% p> 0,05
9,1+1,7 T12% p> 0,05
10,4+1,3 T 28% p> 0,05
E145 6,0 1,4 50+1,8 $17% p=0,10
n=3) (n=6) (non sign.)
3,4£0,3 L 43% p <0,01
34£1,1 L 43% p<0,01
4,7+0,7 1 22% p> 0,05
4,9 0,4 1 18% p> 0,05
6,0+1,0 0% p > 0,05
7,7+2,0 T28% p> 0,05
E155 44+1,3 50%3,0 T 14% p=0,46
(n=3) n=3) (non sign.)
1,503 1 66% p < 0,01
56+1,4 T27% p> 0,05
75+22 T 70% p < 0,01
E185 58%1,0 62+1,1 T7% p=0,39
(n=2) (n=4) (non sign.)
4,7+0,3 4 19% p> 0,05
6,1+0,8 T 5% p> 0,05
6,9+ 0,6 T19% p> 0,05
73+02 T26% p <0,05
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TTF-2

Grains d'argent par cellule

+/+ -/~ % Changement Valeur p
E9.5 189+£3,5 12,9+4,5 1 32% p=0,01
(n=4) (n=3) (sign.)
El45 74+ 1,5 59+2,0 120% p =0,03
(n=3) (m=6) (sign.)
28+1,1 162% p < 0,01
4,4+0,8 L41% p < 0,01
6,4+0,9  14% p> 0,05
7408 0% p> 0,05
7,5+0,7 T1% p > 0,05
7,6%1,0 T 3% p > 0,05
El155 6,5+2,2 9,5+3,8 T 46% p=0,05
(n=13) (n=3) (sign.)
6,0£0,9 1 8% p > 0,05
102+1,9 T57% p < 0,05
15,0 £2,5 T131% p<0,01
E16.5 7,7+1,5 9,4+3,0 T22% p=0,10
(n=2) (n=4) (non sign.)
6,5+£2,2 d16% p> 0,05
8,9+2.2 T 16% p> 0,05
9,7+1,8 T26% p> 0,05
13,4+ 0,8 T74% p < 0,01
E185 64%1,4 123£1,9 T92% p < 0,001
(n=3) (n=3) (sign.)
11,2 £2,0 T75% p <0,01
126+1,0 1T97% p<0,01
13,0+2,5 T103% p < 0,01
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Pax-8

Grains d'argent par cellule

+/+ -/- % Changement Valeur p

E9.5 57+1,6 59+12 T 4% p=0,75

(n=13) (n=135) (non sign.)

El4.5 49+1,0 43+2,0 $12% p=0,1

(n=13) (n=16) (non sign.)

2,6 £0,9 L47% p<0,05

2,7+0,5 1 45% p<0,05

3,6+1,7 $27% p> 0,05

4,7+2,3 4% p> 0,05

6,0+ 1,4 T22% p> 0,05

6,4 +0,6 T31% p> 0,05

E18.5 102+1,9 8,6+138 1 16% p = 0,04
@=2) (n=3) (sign.)

6,6 £0,9 $35% p < 0,01

8,7+1,7 1 15% p> 0,05

9,8+ 1,0 1 4% p> 0,05
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3.5.3 Analyse du profil et du niveau d'expression des génes spécifiques
a la fonction thyroidienne Tg, TPO et TSHr a différents stades du
développement embryonnaire

Les genes spécifiques a la fonction thyroidienne commencent 4 s'exprimer au niveau des
thyrocytes vers le jour 14.5 de gestation chez la souris et leur expression se poursuit jusqu'a
I'dge adulte (Lazzaro et al., 1991).

La Figure 3.10 présente le profil d'expression des génes Tg, TPO et TSHr au niveau de la
glande thyroide chez des embryons de type sauvage et homozygotes mutants pour la
fonction HoxaJ a différents stades du développement. Cette figure permet de constater que
les génes Tg et TPO commencent a s'exprimer dans les lobes thyroidiens au stade E14.5
alors que I'expression du géne TSHr n'est détectée au niveau des lobes qu'a partir du jour
15.5 de gestation, tant chez les embryons de type sauvage que chez les embryons
homozygotes mutants. Comme le montre la Figure 3.10, les génes Tg, TPO et TSHr
s'expriment au niveau des lobes thyroidiens a tous les stades analysés (E14.5, E15.5 et
E18.5 pour Tg et TPO; E15.5 et E18.5 pour TSHr).

Bien que, qualitativement, le profil d'expression des génes spécifiques 4 la fonction
thyroidienne Tg, TPO et TSHr ne soit pas affecté par l'absence de la fonction Hoxas, les
niveaux d'expression des geénes Tg et TPO sont modifiés chez certains embryons
homozygotes mutants a différents stades du développement. La Figure 3.10 permet en effet
de constater que les niveaux d'expression du géne Tg sont augmentés chez les embryons
homozygotes mutants aux stades E14.5 et E15.5, alors que les niveaux d'expression du géne
TPO sont légérement diminués chez ces embryons au stade E18.5. Les niveaux d'expression
du géne 7SHr ne semblent pas étre affectés par I'absence de la fonction Hoxa5 (Figure 3.10).

Afin de quantifier les différences de niveaux d'expression des génes spécifiques a la fonction
thyroidienne observées chez les embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxas,
un dénombrement des grains d'argent par cellule a été effectué chez les embryons de type
sauvage et homozygotes mutants a différents stades du développement (Tableau 3.5).
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Les résultats présentés au Tableau 3.5A confirment 'augmentation des niveaux d'expression
du géne Tg observée chez les embryons homozygotes mutants aux stades E14.5 et E15.5
(Figure 3.10). En effet, une augmentation globale et significative de 43% est observée chez
les embryons homozygotes mutants a 14.5 jours de gestation; au stade EIS.S,
l'augmentation des niveaux d'expression du géne Tg est de 97%. Aucune différence
significative n'est observée chez les embryons homozygotes mutants a 18.5 jours de
gestation.

Les résultats présentés au Tableau 3.5B confirment la diminution des niveaux d'expression
du géne TPO observée chez les embryons homozygotes mutants au stade E18.5 (Figure
3.10). En effet, une diminution globale et significative de 37% est observée chez les
embryons homozygotes mutants a 18.5 jours de gestation. Aucune différence significative
n'est observée chez les embryons homozygotes mutants a 15.5 jours de gestation.

Finalement, les résultats présentés au Tableau 3.5C confirment qu'il n'y a aucune différence
significative entre les niveaux d'expression du géne TSHr chez les embryons de type sauvage
et homozygotes mutants aux stades analysés.

En résumé, les résultats obtenus indiquent que I'absence de la fonction HoxaJ n'affecte pas
le profil d'expression spatio-temporel des génes spécifiques 4 la fonction thyroidienne. Les
niveaux d'expression du géne Tg sont cependant augmentés de fagon importante aux stades
El4.5 et E15.5 chez les embryons homozygotes mutants et une diminution des niveaux
d'expression du géne TPO est notée chez les embryons homozygotes mutants au stade
Ei8.5.
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Figure 3.10 Expression des génes Tg, TPO et TSHr au niveau de la
glande thyroide chez des embryons de type sauvage (+/+) et
homozygotes mutants (-/-) pour la fonction Hoxa$.

Des sections de la glande thyroide d’embryons de 14.5, 15.5 et 18.5 jours de gestation ont
été hybridées avec les sondes Tg, TPO et TSHr. Les génes Tg et TPO s'expriment dans les
lobes thyroidiens dés le stade E14.5, alors que I'expression du géne TSHr au niveau des
lobes commence au stade E15.5 chez les embryons de type sauvage et homozygotes
mutants. Les génes Tg, TPO et TSHr s'expriment tous dans les lobes thyroidiens aux stades
E14.5 (excepté TSHr), E15.5 et E18.5 chez les embryons de type sauvage et homozygotes
mutants. Le nombre de souris analysées pour chacun des génotypes aux différents stades
présentés est: E14.5: 3 +/+, 6 -/~; E15.5: 2 +/+, 2 -/-; E18.5: 4 +/+, 6 -/- avec la sonde Tg;
E14.5:2 +/+,3 -/-; E15.5: 4 +/+, 5 -/-; E18.5: 4 +/+, 4 -/- avec la sonde TPO; E14.5: 4 +/+, §
-/-; E15.5: 3 +/+, 4 -/-; E18.5: 4 +/+, 5 -/- avec la sonde TSHr. Les spécimens présentés sur
la figure sont représentatifs de I'ensemble des embryons analysés. t: glande thyroide; i:
isthme; tr: trachée; oe: oesophage. Grossissement total: 100X (E14.5) et 200X (E15.5 et
E18.5).
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E15.5 +/+ -/-
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E18.5 +/+ -/~
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Tableau 3.5 Niveaux d'expression des génes Ig, TPO et TSHr au
niveau de la glande thyroide chez des embryons de type sauvage (+/+)
et homozygotes mutants (-/-) pour la fonction Hoxas.

Un dénombrement des grains d'argent par cellule a été réalisé afin de quantifier les niveaux
d'expression des génes Tg, TPO et TSHr au niveau de la glande thyroide chez des embryons
de type sauvage et homozygotes mutants. (A) Niveaux d'expression du géne 7g chez des
embryons de 14.5, 15.5 et 18.5 jours de gestation. Les niveaux d'expression du géne Tg sont
augmentés chez les embryons homozygotes mutants aux stades E14.5 et E15.5 (p < 0,05).
(B) Niveaux d'expression du géne TPO chez des embryons de 15.5 et 18.5 jours de
gestation. Les niveaux d'expression du géne 7PO sont diminués chez les embryons
homozygotes mutants au stade E18.5 (p < 0,05). (C) Niveaux d'expression du géne TSHr
chez des embryons de 15.5 et 18.5 jours de gestation. Les niveaux d'expression du géne
TSHr sont normaux chez les embryons homozygotes mutants aux stades E15.5 et E18.5 (p
> 0,05). Les valeurs présentées dans les zones grises correspondent a la moyenne + I'écart-
type pour 'ensemble des embryons de type sauvage et homozygotes mutants analysés; les
valeurs présentées dans les zones blanches correspondent a la moyenne + I'écart-type pour
chacun des embryons homozygotes mutants analysés. Le nombre de souris analysées pour
chacun des génotypes est indiqué entre parenthéses. E: embryonnaire; sign.: significatif.
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Tg

Grains d'argent par cellule

+/+ -/~ % Changement Valeur p

E14.5 3,7+1,3 53+32 T43% p=0,04
(n=3) n=6) (sign.)

1,4£0,6 d62% p> 0,05

3,9+06 T 5% p> 0,05

39+1,6 T 5% p> 0,05

53+16 T 43% p> 0,05

73+34 T97% p < 0,01

10,0 + 1,0 T 170% p < 0,01

E155 3,6+1,5 7,1£3,5 T 97% p =0,03
(n=2) n=2) (sign.)

4,1+1,7 T14% p> 0,05

10,1 £ 1,5 T 181% p <0,01

EI8.5 11,5£6,5 10,8+5,2 1 6% p = 0,69

n=4) (n=6) (non sign.)

6,3+1,1 1 45% p> 0,05

7,9+2,1 131% p> 0,05

9,5£3,5 L17% p> 0,05

10,2+5,3 d11% p> 0,05

11,6 £4,7 T1% p> 0,05

18,4 +4,3 T 60% p > 0,05




117

TPO

Grains d'argent par cellule

+/+ -/~ % Changement Valeur p

E15.5 8,8£6,2 56%3,1 136% p=0,08
(n=4) (n=135) (non sign.)

2,3%0,7 1 74% p> 0,05

49+3,2 1 44% p> 0,05

52+27 1 41% p> 0,05

7,6 +3,4 1 14% p> 0,05

7,8+ 1,6 1 11% p> 0,05
E185 59+1,6 3,712 $37% p = 0,0001

(n=4) (n=4) (sign.)

2,3+0,6 1 61% p<0,01

3,0+05 L 49% p < 0,01

4,3%0,8 127% p> 0,05

4,8+0,6 119% p> 0,05
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TSHr

Grains d'argent par cellule

+/+ -/- % Changement Valeur p
E155 58+0,8 53+25 1 9% p=>51
(n=3) n=4) (non sign.)
32+1,1 1 45% p> 0,05
5,0 0,6 ! 14% p> 0,05
6,5%3,7 T12% p> 0,05
7,0+22 T21% p> 0,05
E18.5 3,516 2,9+0,8 L17% p=24
(n=4) (n=195) (non sign.)
2,2+0,5 137% p > 0,05
2,706 1 23% p> 0,05
32+0,8 9% p> 0,05
3,3£06 1 6% p> 0,05
3,3+0,9 | 6% p> 0,05




Chapitre 4

Discussion et Conclusion

Les génes Hox des mammiféres, tout comme les génes homéotiques de la drosophile, sont
essentiels au développement normal de l'embryon. Bien que ces génes soient
principalement connus pour le rdle capital qu'ils exercent dans la spécification du squelette
(revue par Stein et al., 1996), leur implication dans la formation des organes est de plus en
plus reconnue. On sait, entre autres, que le géne HoxaJ est nécessaire a l'organogenése des
systémes respiratoire et digestif (Aubin et al., 1997; 1999; J. Aubin et L. Jeannotte, données
non publiées) et que l'absence du géne Hoxa3 perturbe le développement de différents
organes glandulaires (Manley et Capecchi, 1995).

Les organes affectés par l'absence des génes Hox sont généralement ceux au niveau
desquels ces génes s'expriment normalement. Les phénotypes observés au niveau des
systémes respiratoire et digestif chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction
Hoxaj, par exemple, coincident avec le profil d'expression de ce géne au cours du
développement (Dony et Gruss, 1987; Gaunt et al., 1988; Aubin et al., 1997; 1999; J. Aubin
et L. Jeannotte, données non publiées). Cependant, bien qu'un lien existe entre le profil
d'expression spatial des génes Hox et les organes affectés par leur absence, les mécanismes
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moléculaires et cellulaires permettant 3 ces génes d'exercer leur action sur le
développement des organes ne sont pas encore bien compris. Des travaux réalisés dans
notre laboratoire suggérent toutefois que le géne HoxaJ agirait sur le développement des
systémes respiratoire et digestif via des interactions mésenchyme-épithélium (Aubin et al.,
1997; 1999; J. Aubin et L. Jeannotte, données non publiées). Les travaux effectués par
Manley et Capecchi (1995) suggérent quant & eux que le géne Hoxa3 agirait sur le
développement des organes dérivés des cellules de la créte neurale en stimulant la
différenciation de ces cellules et/ou en induisant la différenciation des tissus adjacents a ces
cellules.

Au cours de la présente étude, les conséquences de I'absence de la fonction HoxaJ sur le
développement de la glande thyroide ont été analysées. Bien que l'expression du géne
Hoxa5 au niveau de la glande thyroide n'ait jamais été rapportée, I'étude de cet organe
présentait un grand intérét puisque les phénotypes post-natals observés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ sont caractéristiques de I'hypothyroidie chez
la souris (Beamer et al., 1981; Adams et al., 1989; Wallace et al., 1995).

4.1 Les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa$5 et
I'hypothyroidie

Les phénotypes post-natals de retard de croissance et de délai dans l'ouverture des yeux et
I'élévation des oreilles observés chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction
Hoxa5 sont similaires & ceux observés chez les souris hyt/hyt souffrant d'hypothyroidie
congénitale (Beamer et al., 1981; Adams et al., 1989) et chez les souris transgéniques
TG66-19 présentant une déficience en T4 (Wallace et al., 1995). Ces résultats suggérent
donc que I'absence de la fonction Hoxa5 pourrait entrainer une hypothyroidie chez les
souris homozygotes mutantes.

Chez tous les vertébrés, les hormones thyroidiennes sont essentielles a la croissance et au
développement de l'organisme, et leur absence peut entrainer la stérilité chez l'adulte.
Plusieurs études effectuées chez 'homme et d'autres espéces ont démontré que les
hormones thyroidiennes maternelles influencent le développement des embryons et des
nouveaux-nés. Ces hormones peuvent en effet passer de la mére a I'embryon avant et aprés
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le développement de la barriére placentaire (Morreale de Escobar et al., 1985; Morreale de
Escobar et al., 1989; Vulsma et al., 1989; Costa et al., 1991) et on les retrouve aussi dans le
lait maternel (Strbak et al, 1983). De plus, les travaux réalisés par Wallace et al. (1995) ont
permis de montrer que le développement des souriceaux est contrlé par les hormones
thyroidiennes de la mére au cours des dix premiers jours aprés la naissance, alors qu'il est
dominé par les hormones thyroidiennes des souriceaux a partir du onziéme jour apres la
naissance, méme si ces derniers se nourrissent encore principalement de lait maternel. Ces
résultats expliquent pourquoi la croissance des souriceaux transgéniques TG66-19 issus de
meres non déficientes en T, est retardée seulement a partir de la troisiéme semaine aprés la
naissance (Wallace et al., 1995). Le retard de croissance observé chez les souriceaux
homozygotes mutants pour la fonction HoxaJ apparait aussi vers la troisiéme semaine aprés
la naissance; les niveaux sériques de T4 dosés chez ces souriceaux sont cependant normaux
tout au long du développement post-natal. Toutefois, puisque les souriceaux se nourrissent
encore de lait maternel au moment ol le retard de croissance apparait, il est possible que les
niveaux sériques de T, mesurés dix-sept jours apres la naissance soient masqués par la T,
de la mére. Ainsi, de faibles diminutions des niveaux sériques de la Ts produite par les
souriceaux homozygotes mutants pour la fonction Hoxaj pourraient ne pas étre détectées
par la méthode de dosage utilisée, mais pourraient tout de méme avoir des conséquences

sur la physiologie de 1’animal.

Puisque les hormones thyroidiennes de la mére n'ont plus d'effet sur le développement des
souriceaux a partir du onziéme jour aprés la naissance, l'ouverture des yeux et l'élévation
des oreilles, qui se produisent normalement pendant la troisiéme semaine apreés la
naissance, sont uniquement influencées par les hormones thyroidiennes des souriceaux
(Wallace et al, 1995). Il est intéressant de noter que le délai dans 'ouverture des yeux
observé chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3 est plus important
que celui observé chez les souris hyt/hyt et TG66-19. L'absence de la fonction Hoxas
entraine en effet un délai de 7 jours dans I'ouverture des yeux des souris homozygotes
mutantes alors que des délais de 3,2 et 5,2 jours sont notés chez les souris hyt/hyt et TG66-
19 respectivement (Adams et al, 1989; Wallace et al., 1995). Le retard dans I'élévation des
oreilles est cependant beaucoup moins prononcé chez les souris homozygotes mutantes
pour la fonction Hoxa5 (1,5 jour) que chez les souris hyt/Ayt (5,4 jours; Adams et al, 1989)
et TG66-19 (plus de 3 jours; Wallace et al., 1995) Ces données suggérent que d'autres
génes impliqués spécifiquement dans les processus d'ouverture des yeux et/ou d'élévation
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des oreilles pourraient étre affectés de fagon différente par I'absence de la fonction Hoxas,

modulant ainsi I’expressivité de chaque phénotype.

En plus d'influencer la croissance globale de l'organisme, les hormones thyroidiennes sont
essentielles au développement des systémes nerveux et musculaire. Une déficience en T, et
T; peut donc entrainer de graves retards neuromoteurs chez I'enfant. Un ralentissement des
réflexes neuromoteurs est également observé chez les souris Ayr/hyt et chez les souris
transgéniques TG66-19 (Adams et al., 1989; Wallace et al., 1995). Bien qu'au cours de la
présente étude l'évaluation des réflexes neuromoteurs des souris homozygotes mutantes
pour la fonction Hoxaj n'ait pas donné de résultats concluants, les observations faites
pendant les tests montrent que ces souris sont plus léthargiques que les souris hétérozygotes
et de type sauvage. Ces observations, bien que qualitatives, laissent supposer que le
développement neuromoteur des souris homozygotes mutantes est légérement affecté par
I'absence de la fonction Hoxa3. Une analyse effectuée dans des conditions plus adéquates
serait cependant essentielle pour confirmer cette hypothése.

Les déréglements de la fonction thyroidienne s'accompagnent généralement de niveaux
anormaux d’hormones thyroidiennes et de TSH. Tant chez 'homme que chez la souris,
I'hypothyroidie est caractérisée par de faibles niveaux sériques de T4 et T; et une
augmentation conséquente des niveaux sériques de TSH (Berne et Levy, 1988). Les
résultats obtenus au cours de la présente étude indiquent que les niveaux sériques de T4 sont
normaux chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJj au cours du
développement post-natal et a 1'dge adulte, ce qui ne correspondent pas A la définition de
I'hypothyroidie. En fait, la présence de quantités normales d'hormones thyroidiennes chez
les souris homozygotes mutantes adultes n'est pas surprenante puisque ces souris sont
fertiles. De plus, bien que l'augmentation transitoire des niveaux de TSH observée chez les
souris homozygotes mutantes 15 jours aprés la naissance suggére un dysfonctionnement
temporaire de la glande thyroide, le petit nombre de souris analysées (5 souris de type
sauvage et 3 souris homozygotes mutantes) et le faible taux d'augmentation mesuré (1,5
fois comparativement & 30 fois chez les souris Ayt/hyt) nous obligent 4 remettre en question
cette hypothése. Cependant, si les souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ ne
souffrent pas d’hypothyroidie, d’autres causes doivent étre envisagées afin d'expliquer les
phénotypes post-natals observés chez ces souris.
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I1 est connu que le facteur de croissance épidermique (EGF) accélére I’ouverture des yeux
lorsqu’il est injecté a des souriceaux dés la naissance (Cohen, 1962). Ce facteur de
croissance, que l’on retrouve entre autres dans la salive, le plasma et le lait, est produit
principalement par les glandes submandibulaires, un type de glandes salivaires (Cohen,
1962). Chez les souris hétérozygotes et homozygotes mutantes pour le géne Tabby, un géne
lié au chromosome X, le nombre de cellules productrices de EGF au niveau des glandes
submandibulaires est réduit; plusieurs des phénotypes observés chez ces souris sont
d’ailleurs associ€s a des organes cibles de EGF (Blecher et al., 1982; Blecher et al., 1983).
De plus, les travaux réalisés par Kapalanga et Blecher (1990) montrent que I’absence du
géne Tabby entraine un délai dans I'ouverture des yeux des souris hétérozygotes et
homozygotes mutantes. Ce délai peut étre renversé par I’administration de EGF exogeéne, ce
qui suggére que le géne Tabby exercerait son action en influengant la production ou le
métabolisme de EGF (Kapalanga et Blecher, 1990). Une analyse histologique comparative
des glandes salivaires d’embryons de type sauvage et homozygotes mutants pour la
fonction Hoxa5 a 14.5 et 18.5 jours de gestation n’a cependant montré aucune différence au
niveau des glandes submandibulaires en développement (T. Jaskoll, J. Aubin et L.
Jeannotte, données non publiés). Le géne Tabby et le facteur de croissance épidermique ne
semblent donc pas étre en cause dans le phénotype de retard d’ouverture des yeux observés
chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ3. Une analyse plus détaillée
de la production de EGF par les glandes submandibulaires devrait cependant étre réalisée
afin de confirmer ces résultats préliminaires; la présence de EGF au niveau des yeux devrait
aussi étre vérifiée. Les résultats obtenus au cours des présents travaux ont également permis
d’éliminer la possibilité d’un effet direct du géne HoxaJ5 sur I’ouverture des yeux et
I’élévation des oreilles, puisque ce géne ne s’exprime pas au niveau de ces structures au

cours du développement.

On sait que le géne HoxaJj s’exprime dans le mésenchyme de 1’estomac et des intestins au
cours du développement embryonnaire (Dony et Gruss, 1987; Aubin et al., 1999; J. Aubin
et L. Jeannotte, données non publiées) et que son absence perturbe la maturation
morphologique et fonctionnelle de ces organes (Aubin et al., 1999; J. Aubin et L. Jeannotte,
données non publiées). Les travaux réalisées dans le laboratoire ont entre autres permis de
mettre en évidence un délai de deux jours dans I’acquisition du mode de nutrition adulte au
moment du sevrage (J15) chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxas
(Aubin et al., 1999). Il est donc possible que le retard de croissance observé chez les souris
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homozygotes mutantes entre les jours 13 et 35 aprés la naissance soit en partie di a des
problémes de maturation du systéme digestif. Des retards de croissance accompagnés de
délais dans la maturation des intestins sont également observés chez les souris homozygotes
mutantes pour le géne TRa (Fraichard et al., 1997; Gauthier et al., 1999) et chez les souris
homozygotes mutantes pour les génes TRo et TRPB (Gauthier et al., 1999; Géthe et al.,
1999). Les mutations de ces génes codant pour les récepteurs nucléaires d’hormones
thyroidiennes s’accompagnent cependant de niveaux anormaux d’hormones thyroidiennes
et de TSH (Fraichard et al., 1997; Gauthier et al., 1999; Géthe et al., 1999). Il est donc peu
probable que ces génes soient totalement non fonctionnels chez les souris homozygotes
pour la fonction HoxaJ. Il est cependant possible que leur expression soit légérement
affectée par |'absence du géne Hoxal, ce qui pourrait expliquer en partie le retard de
croissance et le délai dans la maturation des intestins observés chez les souris homozygotes
mutantes. Des expériences d’hybridation in situ seront d’ailleurs réalisées prochainement
dans le laboratoire afin de déterminer si le profil d’expression spatio-temporel et/ou le
niveau d’expression des génes codant pour les récepteurs nucléaires d’hormones
thyroidiennes sont modifiés chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ.

Ainsi, I’hypothyroidie ne semble pas étre la seule cause permettant d’expliquer le retard de
croissance observé chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ.
Toutefois, jusqu’a présent, une déficience en hormones thyroidiennes demeure la seule
explication possible pour les phénotypes de délai dans I'ouverture des yeux et |’élévation
des oreilles observés chez ces souris. Puisque les niveaux sériques de T4 et TSH sont
relativement normaux chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa5 au
cours du développement post-natal et a I’dge adulte, I'hypothése la plus plausible est que
ces souris souffrent d’une hypothyroidie transitoire au cours du développement
embryonnaire et/ou au moment de la naissance. Cette hypothése ne peut cependant pas étre
vérifiée puisque les méthodes de dosage disponibles & I’heure actuelle ne sont pas assez
sensibles pour détecter les trés faibles niveaux sériques de T4 et TSH présents chez les
embryons et les nouveaux-nés. Les anomalies observées au niveau de la glande thyroide
des embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5 dans les jours précédant la
naissance appuient cependant I’hypothése d’un dysfonctionnement temporaire de la glande
thyroide.
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4.2 La morphogené¢se de la glande thyroide est perturbée par
I’absence de la fonction Hoxa$5

Les résultats obtenus au cours de la présente étude indiquent que I'absence de la fonction
Hoxa$5 affecte le développement et I'organisation structurale de la glande thyroide de fagon
transitoire au cours des derniers stades du développement embryonnaire. En effet, une
désorganisation de la structure des follicules thyroidiens est observée chez les embryons
homozygotes mutants entre les jours 16.5 et 18.5 de gestation. De plus, plusieurs follicules
ne contenant ni thyroglobuline ni colloide sont détectés chez ces embryons aux stades
E17.5 et E18.5. Des tests d'apoptose réalisés dans le laboratoire montrent également qu'il y
a plus de cellules en apoptose dans la région de la glande thyroide chez les embryons
homozygotes mutants que chez les embryons de type sauvage a 18.5 jours de gestation (J.
Aubin, données non publiées). Ces résultats sont trés intéressants puisqu'ils appuient
I’hypothése d’un dysfonctionnement temporaire de la glande thyroide causé par l'absence

de la fonction Hoxal.

Il est également intéressant de noter qu'une désorganisation des follicules est aussi observée
chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3 a la naissance (Manley et
Capecchi, 1995), chez les souris Ayt/hyt dés les derniers stades du développement
embryonnaire et a |'dge adulte (Beamer et al., 1981; Beamer et al., 1982; Stein et al., 1989)
et chez les souris homozygotes mutantes pour le géne TRo trois semaines aprés la
naissance (Fraichard et al., 1997; Gauthier et al., 1999). La désorganisation des follicules
chez toutes ces souris s'accompagne cependant d'une hypoplasie importante de la glande
thyroide, une situation qui n'est pas observée chez les souris homozygotes mutantes pour la
fonction Hoxa3. De plus, les follicules thyroidiens présents chez les souris hyt/hyt et chez
les souris homozygotes mutantes pour le géne TR sont plus petits que ceux retrouvés chez
les souris de type sauvage, alors que chez les souris homozygotes mutantes pour a fonction
Hoxa$, la taille des follicules est relativement normale jusqu'au trentiéme jour aprés la
naissance. Bien que la diminution du diamétre des follicules observée a ce stade soit
significative, ces résultats doivent étre considérés avec prudence compte tenu du petit
nombre de souris analysées (2 souris de type sauvage et 4 souris homozygotes mutantes).
Quoi qu'il en soit, il est clair que I'absence de la fonction Hoxa5 perturbe la morphogenése
de la glande thyroide au cours des derniers stades du développement embryonnaire et que
certaines anomalies observées chez les embryons homozygotes mutants sont similaires a
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celles observées chez d'autres souris souffrant d'hypothyroidie. Il est donc possible que
I'absence du géne HoxaJ perturbe la morphogenése de la glande thyroide via une cascade
moléculaire commune aux génes Hoxa3, TSHr (le géne muté chez les souris Ayt/hyt) et/ou
TRa.

Bien qu'une désorganisation temporaire de la glande thyroide soit observée chez les
embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa3 a la fin de la gestation, les
premiéres phases du développement de la glande thyroide se déroulent normalement chez
ces embryons. Les résultats obtenus au cours de la présente étude montrent en effet que les
cellules formant le diverticulum thyroidien sont présentes au niveau du plancher du
pharynx dés le jour 9.5 de gestation chez les embryons homozygotes mutants. De plus, la
migration du diverticulum thyroidien et des corps ultimobrachiaux ainsi que la fusion des
thyrocytes et des cellules C se produisent normalement chez ces embryons. Il est donc peu
probable que le géne Hoxa3 soit en cause dans les phénotypes observés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa5. Les expériences d'hybridation in situ
réalisées au cours de la présente étude indiquent d'ailleurs que le profil et les niveaux
d'expression du géne Hoxa3 dans la région de la glande thyroide ne sont pas affectés par

l'absence de la fonction HoxaJ.

La perte de la fonction Floxa3 ne semble pas non plus affecter la production des protéines
nécessaires a la fonction thyroidienne, c'est-a-dire la thyroglobuline, la calcitonine et la
thyroxine. Ces protéines commencent en effet a étre produites au méme moment et en
quantités équivalentes chez les embryons de type sauvage et homozygotes mutants pour la
fonction Hoxa5. La localisation de la thyroglobuline est cependant incorrecte chez les
embryons homozygotes mutants 4 17.5 et 18.5 jours de gestation; la thyroglobuline
produite a ces stades reste en effet localisée au niveau des thyrocytes et ne se retrouve pas a
l'intérieur des follicules thyroidiens. Ces résultats suggérent que l'absence de la fonction
Hoxa3 perturbe temporairement le transport de la thyroglobuline de son site de synthése
vers son site d'entreposage. De fagon surprenante, l'absence de thyroglobuline dans les
follicules thyroidiens aux stades E17.5 et E18.5 ne semble pas affecter la production de
thyroxine, suggérant ainsi que la transformation de la thyroglobuline en thyroxine est
normale chez les embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5. Une diminution
des niveaux d'expression du géne TPO qui code pour la thyroperoxydase, une enzyme
impliquée dans toutes les étapes de la synthése des hormones thyroidiennes (section
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1.4.1.1), est pourtant observée chez les embryons homozygotes mutants a 18.5 jours de
gestation. Cette diminution ne semble cependant pas suffisante pour perturber de fagon
détectable la production des hormones thyroidiennes. Quoi qu'il en soit, la présence de
thyroxine dans les follicules thyroidiens chez les souris homozygotes mutantes pour la
fonction HoxaJ au cours du développement embryonnaire et post-natal est en accord avec

les résultats obtenus lors des dosages.

En résumé, l'absence de la fonction HoxaJd perturbe transitoirement la morphogenése de la
glande thyroide, appuyant ainsi I'hypothése d'un dysfonctionnement temporaire de cet
organe au cours des derniers stades du développement embryonnaire. L'expression de
certains génes nécessaires au développement et & la fonction thyroidiennes est d'ailleurs

affectée par l'absence de la fonction HoxaJ a des stades embryonnaires bien précis.

4.3 Le géne Hoxa5 s'exprime dans la région de la glande
thyroide au cours du développement embryonnaire de la souris

Les expériences d'hybridation in situ réalisées au cours de la présente étude montrent que le
géne Hoxa35 ne s'exprime pas directement dans la glande thyroide au cours du
développement embryonnaire de la souris, mais plutt dans le mésenchyme entourant les
lobes et I'isthme thyroidiens. Ces expériences révélent également que l'expression de ce
geéne au niveau de la glande thyroide est spécifique au transcrit de 1.8 kb codant pour la
protéine HOXAS, puisque les trois longs transcrits du géne ne s'expriment pas dans cette

région.

Ces résultats sont trés intéressants pour plusieurs raisons. Tout d'abord, I'expression
spécifique du transcrit de 1.8 kb dans la région antérieure de la colonne prévertébrale ainsi
que dans le mésenchyme des poumons, de la trachée et du larynx a déja été rapportée
(Aubin et al., 1998). De plus, la plupart des phénotypes observés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ — transformations homéotiques dans la
région cervicothoracique du squelette axial, malformations des voies respiratoires — sont
associés a des régions ou a des structures exprimant uniquement le transcrit de 1.8 kb
(Aubin et al., 1998). Ces résultats ainsi que ceux obtenus au cours de la présente étude
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appuient 'hypothése d'un rdle unique pour le transcrit de 1.8 kb au cours du développement
embryonnaire de la souris.

Différentes études réalisées dans le laboratoire suggérent que le géne Hoxa) agirait sur le
développement des systémes respiratoire et digestif de fagon indirecte, via des interactions
mésenchyme-épithélium (Aubin et al., 1997; 1999; J. Aubin et L. Jeannotte, données non
publiées). Il est donc trés intéressant de constater que le géne HoxaJj ne s'exprime pas
directement dans la glande thyroide contrairement aux génes ITF-1, TTF-2, Pax-8, Tg,
TPO et TSHr (Plachov et al., 1990; Lazzaro et al., 1991; Zannini et al., 1997), mais plutot
dans le mésenchyme entourant les lobes et !'isthme thyroidiens. Ces résultats suggérent en
effet que le développement de la glande thyroide, tout comme celui des systémes
respiratoire et digestif, serait influencé de fagon indirecte par le géne HoxaJ.

4.4 Les niveaux d'expression de certains génes impliqués dans le
développement et la fonction thyroidiennes sont affectés par
I'absence du géne Hoxas

En tant que facteur de transcription, la protéine HOXAS peut agir sur l'expression de
différents génes régulateurs et effecteurs impliqués dans les processus développementaux.
Des travaux réalisés dans le laboratoire ont d'ailleurs permis d'identifier quelques génes
effecteurs potentiels du facteur HOXAS. L'absence de la fonction HoxaJj perturbe en effet
l'expression des génes TTF-1, HNF-3 et N-myc au niveau de I'épithélium pulmonaire chez
les embryons homozygotes mutants (Aubin et al., 1997). Les expériences d'hybridation in
situ réalisées au cours de la présente étude indiquent que le profil d'expression spatio-
temporel des génes régulateurs T7F-1, TTF-2 et Pax-8 et des génes spécifiques a la
fonction thyroidienne 7g, TPO et TSHr n'est pas affecté par I'absence de la fonction HoxaJ.
Cependant, chez les embryons homozygotes mutants, les niveaux d'expression des génes
TTF-] et TTF-2 sont diminués aux stades E9.5 et E14.5 et sont augmentés & partir du stade
E15.5, alors que les niveaux d'expression du géne Pax-8 diminuent a partir du stade E14.5.
De plus, les niveaux d'expression du géne Tg sont augmentés de fagon importante aux
stades E14.5 et E15.5 et une diminution des niveaux d'expression du géne TPO est notée au
stade E18.5. La Figure 4.1 présente les interactions moléculaires entre le géne HoxaJ et les
geénes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 qui peuvent étre déduites des résultats obtenus au cours de la
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présente étude; cette figure est basée sur les résultats obtenus a partir du jour 15.5 de
gestation.

Les génes régulateurs 7TF-1, TTF-2 et Pax-8 sont essentiels au développement normal de
la glande thyroide et leur absence entraine une localisation inappropriée ou une absence
compléte de la glande thyroide chez les souris homozygotes mutantes (Kimura et al., 1996;
De Felice et al., 1998; Mansouri et al., 1998). Bien qu'une diminution des niveaux
d'expression des geénes TTF-1 et TTF-2 soit observée chez les embryons homozygotes
mutants pour la fonction Hoxa5 a 9.5 jours de gestation, celle-ci ne semble pas suffisante
pour perturber les premiers stades du développement de la glande thyroide. En effet, des
phénotypes thyroidiens aussi sévéres que ceux observés chez les souris homozygotes
mutantes pour les génes TTF-1, TTF-2 ou Pax-8 ne sont jamais notés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction HoxalJ. Il serait toutefois intéressant de générer des
souris hétérozygotes & la fois pour les génes TTF-/ et TTF-2 afin de comparer les
phénotypes thyroidiens entrainés par cette double mutation a ceux observés chez les souris
homozygotes mutantes pour la fonction Hoxa3. Les modifications des niveaux d'expression
des génes TTF-1, TTF-2, Pax-8, Tg et TPO notées aux stades E14.5, E15.5 et E18.5
pourraient cependant expliquer les anomalies morphologiques observées au niveau de la
glande thyroide au cours des derniers stades du développement chez les embryons
homozygotes mutants pour la fonction Hoxa3. Il est particuliérement intéressant de noter la
diminution des niveaux d'expression des génes Pax-8 et TPO et l'importante augmentation
des niveaux d'expression du géne T7TF-2 chez les embryons homozygotes mutants a 18.5
jours de gestation, soit au moment ou les anomalies les plus évidentes sont observées au
niveau de la glande thyroide. De plus, considérant que la mutation du géne NIS entraine une
incapacité de la glande thyroide & accumuler les ions iodures, il serait également intéressant
de vérifier l'expression de ce géne chez les embryons homozygotes mutants pour la

fonction Hoxas.

Les résultats obtenus au cours de la présente étude indiquent que les niveaux d'expression
du géne Tg sont trés élevés chez certains embryons homozygotes mutants pour la fonction
Hoxa5 a 14.5 jours de gestation. A premiére vue, ces résultats sont plutdt surprenants
compte tenu de la diminution des niveaux d'expression des génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8
observée chez certains embryons homozygotes mutants au méme stade. En effet, ces génes
régulateurs sont connus pour activer in vitro la transcription du géne Tg (Civitareale et al.,
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1989; Sinclair et al., 1990; Zannini et al., 1992; Fabbro et al., 1998). Des travaux récents
suggérent cependant que I'accumulation de thyroglobuline dans le lumen des follicules
thyroidiens pourrait exercer un effet rétro-inhibiteur sur la transcription des génes
impliqués dans la régulation et la fonction thyroidiennes (Suzuki et al., 1998b). La
surexpression du geéne Tg chez les embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa$
a 14.5 jours de gestation pourrait donc expliquer la diminution des niveaux d'expression des
génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 observée au méme stade.

Le réle du facteur TTF-2, en tant que régulateur négatif de l'expression des génes 7g et
TPO tel que proposé par Zannini et al. (1997; Figure 1.4), est remis en question par les
résultats obtenus au cours de la présente étude. L'expression du géne 77F-2 au niveau de la
glande thyroide est en effet détectée de fagon continue tout au long du développement
embryonnaire et post-natal chez les souris de type sauvage et homozygotes mutantes pour
la fonction Hoxa3. Ces résultats sont en accord avec les études réalisées in vitro indiquant
que le facteur TTF-2 est nécessaire a l'activation de la transcription des génes Tg et TPO
(voir la section 1.6.3; Civitareale et al., 1989; Sinclair et al., 1990; Francis-Lang et al.,
1992; Ortiz et al., 1999). Les interactions négatives entre le géne T7F-2 et les génes Tg et
TPO (Figure 1.4) ont donc été supprimées sur la Figure 4.1. Considérant que la sonde 77F-
2 utilisée lors des expériences d'hybridation in situ réalisées dans notre laboratoire est
différente de celle utilisée par Zannini et al. (1997) - elle contient en effet plus de
séquences provenant de la région 3'-non traduite du géne T7F-2 de souris — il est possible
que les profils d'expression obtenus soient différents. En effet, les deux sondes
reconnaissent peut-étre différents transcrits du géne TTF-2 comme c'est le cas pour les
sondes pLJ34 et pLJ36. Cette hypothése pourrait également expliquer pourquoi I'expression
du géne TTF-2 dans ['épithélium de l'oesophage n'avait pas été détectée par Zannini et al.
(1997). Toutefois, l'existence de plusieurs transcrits du géne T7F-2 n'a jamais été rapportée.

En résumé, plusieurs modifications des niveaux d'expression des différents génes impliqués
dans le développement et la fonction thyroidiennes sont observées chez les embryons
homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5 au cours du développement. L’effet du géne
Hoxa$5 sur I'expression des génes TTF-1, TTF-2, Pax-8, Tg et TPO varie toutefois en
fonction du temps. L'effet combiné de toutes ces hausses et baisses de niveaux d'expression
pourrait expliquer les anomalies observées au niveau de la glande thyroide chez les
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embryons homozygotes mutants pour la fonction Hoxa5 au cours des derniers stades de la
gestation.
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Figure 4.1 Interactions moléculaires entre le géne Hoxa5 et les génes
TTF-1, TTF-2 et Pax-8 au cours du développement de la glande
thyroide.

Les résultats obtenus au cours de la présente étude montrent que le géne Hoxaj peut agir
sur |’expression des génes TTF-I, TTF-2 et Pax-8 au niveau de la glande thyroide au cours
du développement embryonnaire de la souris. Les interactions moléculaires entre le geéne
Hoxa5 et les génes TTF-1, TTF-2 et Pax-8 présentées sur cette figure sont basées sur les
résultats obtenus chez les souris homozygotes mutantes pour la fonction HoxaJ a partir du
jour 15.5 de gestation. Les interactions négatives entre le géne T7F-2 et les génes Tget TPO
ont été supprimées. Les fléches représentent des interactions positives alors que les traits
indiquent des interactions négatives. Les traits pleins indiquent les interactions moléculaires
identifiées in vitro par d’autres groupes (section 1.6.3 ; Figure 1.4); les traits pointillés
indiquent les interactions moléculaires in vivo suggérées par les résultats obtenus au cours

de la présente étude.
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4.5 Conclusion

Les résultats obtenus au cours de la présente étude montrent que le géne Hoxal est
nécessaire a la morphogenése de la glande thyroide chez la souris. Son absence perturbe en
effet de fagon transitoire l'organisation structurale de cet organe et affecte I'expression de
plusieurs génes impliqués dans la régulation et la fonction thyroidiennes. Cependant, bien
que ces résultats appuient I'hypothése d'un dysfonctionnement temporaire de la glande
thyroide, plusieurs questions demeurent sans réponse. En effet, comment expliquer que
toutes les souris homozygotes mutantes pour la fonction AHoxaJ présentent un retard de
croissance et un délai dans l'ouverture des yeux et ['élévation des oreilles, alors que les
niveaux d'expression des génes T7F-1, TTF-2, Pax-8, Tg et TPO ne sont modifiés, dans la
plupart des cas, que chez certains embryons homozygotes mutants? D’autre part, comment
une hypothyroidie transitoire au cours des derniers stades du développement embryonnaire
pourrait-elle expliquer les phénotypes post-natals observés chez les souris homozygotes
mutantes pour la fonction HoxaJ trois semaines aprés la naissance? Bien siir, il est possible
que le retard de croissance observé chez ces souris soit di en partie & des problémes de
maturation du systéme digestif. Toutefois, 4 la lumiére des analyses effectuées au cours de
la présente étude, un dysfonctionnement de la glande thyroide demeure la seule explication
possible pour les phénotypes de délai dans 1’ouverture des yeux et I’élévation des oreilles
observés chez les souris homozygotes mutantes. Ainsi, bien que la glande thyroide soit un
organe simple du point de vue anatomique et physiologique, les interactions moléculaires
impliquées dans le développement et la fonction thyroidiennes semblent trés complexes.
Ces résultats suggérent donc que d'autres génes nécessaires a la régulation et/ou a la
fonction thyroidiennes chez la souris restent a étre identifiés, clonés et caractérisés.

De fagon intéressante, les résultats obtenus au cours de la présente étude appuient
I'hypothése émise par Aubin et al. (1998) concernant le réle unique du transcrit de 1.8 kb
codant pour la protéine HOXAS au cours du développement embryonnaire de la souris. De
plus, le profil d’expression spatial du géne HoxaJ5 au niveau de la glande thyroide suggére
que le développement de cet organe, tout comme celui des systémes respiratoire et digestif
(Aubin et al., 1997; 1999; J. Aubin et L. Jeannotte, données non publiées) serait influencé
de fagon indirecte par le géne HoxaJ. Enfin, la variabilité des phénotypes thyroidiens
observés chez les embryons et les souris homozygotes mutants pour la fonction HoxaJl (dge
d'ouverture des yeux et d'élévation des oreilles, présence de follicules ne contenant pas de
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colloide ni de thyroglobuline, niveaux d'expression des génes impliqués dans la régulation
et la fonction thyroidiennes), refléte le fait que la pénétrance des phénotypes causés par
l'absence du géne HoxaJ n'est jamais de 100% chez les souris de la souche 129Sv/Ev.

Tous ces résultats montrent donc que le géne HoxaJ est nécessaire a la morphogenése de la
glande thyroide, soulignant ainsi 1'importance de ce géne dans le développement des
organes glandulaires. Les mécanismes moléculaires par lesquels ce géne exerce son action
sur le développement de la glande thyroide restent toutefois a étre élucidés.
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