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A genetic dissection of the retinoid signalling pathway in the mouse

Manuel Mark, Norbert B. Ghyselinck, Olivia Wendling, Valérie Dupé, Bénédicte Mascrez,
Philippe Kastner and Pierre Chambon*

Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, BP 163, 67404 lllkirch Cedex, C.U. de Strasbourg, France

To determine the functions of retinoic acid receptors RAR and RXR, we have systematically
knocked-out their genes by homologous recombination in the embryonic stem cells and generated
null-mutant mice. This approach has allowed us to perform a genetic dissection of the retinoic acid
signalling pathway.

Résumé

Il'y a plus d'un demi siécle, le groupe de J Warkany (Wiktaal 1953) démontrait que les foetus

de rattes carencées en vitamine A (ou rétinol) présentent un ensemble d’anomalies affectant I'oeil,
le diaphragme, les systemes respiratoire et urogénital, le myocarde et les voies d’éjection du coeur.
Les effets tératogénes de doses pharmacologiques d’acide rétinoique (AR) ont, par ailleurs,
suggéré qu'il agirait en tant que morphogéne conférant aux cellules une information de position
nécessaire a la mise en place de I'axe antéro-postérieur du corps et des membres. Les effets
déléteres de la carence en vitamine A chez le rat apres la naissance ont montré qu’elle était aussi
essentielle a la croissance, a la survie, a la reproduction, a la vision, ainsi qu'au maintien de I'état
différencié normal de nombreux tissus. En effet, la métaplasie malpighienne d’épithéliums divers,
la kératinisation de la cornée et de la conjonctive, la dégénérescence des tubes seminiféres et des
photorécepteurs rétiniens sont pathognomoniques de la carence post-natale en vitamine A. Chez
I'adulte, 'AR peut a la fois prévenir et guérir les troubles dus a une alimentation carencée en
vitamine A, exception faite de la perte de la vision nocturne et de la dégénérescence rétinienne. Il
représente donc, avec le retinaldéhyde, qui est impliqgué dans le cycle visuel, un rétinoide actif
majeur. La preuve directe que I'AR peut replacer la vitamine A a certaines étapes de
I'embryogenese n’a été apportée que trés recemment. L’AR agit par l'intermédiaire de récepteurs
nucléaires. Ce sont des facteurs de transcription inductibles par le ligand qui appartiennent & deux
familles: les RAR activés par I'AR tottans et 9<is (les deux isomeres naturels majeurs de
I'AR), et les RXR activés uniqguement par I'ARcS: Chaque famille se compose de trois isotypes
génétiques (RAR ou RXR B ety). In vitro, la transactivation des génes cibles de I'AR fait, en

regle générale, intervenir des hétérodimeres RAR/RXR. La voie de signalisation par 'AR est
compliquée du fait que les RXR sont des partenaires d’hétérodimérisation, éventuellement
‘silencieux’ (i.e. non activables par leur ligand), d'autres récepteurs nucléaires incluant les
récepteurs de la triiodothyronine, le récepteur de la 1,25-dihydroxycholecalciferol, les récepteurs
activés par les proliférateurs de péroxisomes (PPAR; dont les ligands physiologiques sont des
dérivés d'acides gras) ainsi que de nombreux de récepteurs orphelins (i.e. dont aucun ligand n’est
connu). Dans le but de déterminer les fonctions des RAR et desirR¥Ro, notre groupe a

inactivé systématiqguement leurs genes par recombinaison homologue dans des cellules souches
embryonnaires de souris, et engendré des mutants ‘nuls’ n’exprimant plus un type donné de
récepteur. Cette approche a permis de réaliser une véritable ‘dissection génétique’ de la voie de
signalisation de I'AR. Les mutants nuls pour RBR ety sont viables. Pris dans leur ensemble,

ils reproduisent la plupart des manifestations du syndrome de carence post-natale en vitamine A,

Abbreviations: CRABP, cellular retinoic acid-binding proteins; RA, retinoic acid; RAR, retinoic acid receptor activatedrapstind 9eis retinoic acid,;
RXR, retinoic acid receptor activated by@-retinoic acid only; VAD, vitamin A-deficient.
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mais leurs anomalies sont confinées a un petit nombre des tissus exprimant ces génes chez
I'animal normal. L’existence d’une redondance fonctionnelle entre RAR est confortée par le fait
que les mutants n’exprimant plus un couple d'isotypes (mutantIAFRB, RARA/RARY et
RARPB/RARyY) meurentin utero ou a la naissance et, pris dans leur ensemble, présentent
l'intégralité du syndrome de carence foetale en vitamine A. Les mutants nuls pour les RAR
présentent également de trées nombreuses anomalies qui n’avaient pas été détectées chez des foetus
déficients en vitamine A, les états carentiels profonds étant incompatibles avec la gestation.
Certaines de ces anomalies additionnelles ont été reproduites chez des embryons de souris en
culture, soit en injectant dans la vésicule vitelline des oligonucléotides antisens pour la retinol-
binding protein, soit en ajoutant au milieu de culture un antagoniste de I'AR. D'une fagon
générale, l'analyse des mutants nuls pour les RAR indique que 'AR est effectivement le
métabolite actif de la vitamine A au cours du développement et qu'il participe a I'organogenése
de nombreux systémes, ainsi qu’a plusieurs étapes du développement d'un méme organe. Les
RAR, et par conséquent I'AR, sont notamment indispensables a I'ontogenese des dérivés
mésenchymateux de la créte neurale. lls sont impliqués dans I'établissement des patterns le long
de I'axe antéro-postérieur du corps en contrélant directement I'expression de certaitdogenes

ainsi que dans la mise en place de I'axe antero—posterieur des membres. lls interviennent par
ailleurs dans I'histogenese de la rétine, la différenciation des cardiomyocytes, ainsi que dans le
contrdle de I'apoptose dans la rétine, dans le mésenchyme fronto-nasal et interdigital et dans le
septum conotruncal. L'interprétation des phénotypes des souris nulles pour les RXR est
éventuellement plus délicate, dans la mesure ou les RXR sont des partenaires d’hétérodimérisation
potentiels d’autres récepteurs nucléaires. Par exemple, les souris maRg% RX¥R stériles en

raison d'une spermiogenése défectueuse, vraisemblablement secondaire a une surcharge lipidique
des cellules de Sertoli. Ce phénotype pourrait refléter I'intervention dg8 R¥Rme partenaire
d’hétérodimérisation de PPAR un récepteur nucléaire fortement exprimé par les cellules de
Sertoli et impliqué dans la régulation du catabolisme lipidique. Les mutants nuls poysBXR
morphologiquement normaux. Cependant, les doubles mutants nuigfR&R et RXRB/RARB
présentent des troubles locomoteurs corrélés a une diminution de I'expression des récepteurs de
la dopamine dans le striatum. Les mutants nuls pourdRd¥Burenin uteropendant la période

foetale et présentent des hypoplasies du myocarde ventriculaire, des communications
interventriculaires membraneuses, ainsi que diverses malformations oculaires. Des défauts de
I'histogenese du placenta sont également observés. Des anomalies identiques sont présentes chez
certains double-mutants nuls pour les RAR, ainsi que chez les foetus carencés en vitamine A. La
ressemblance de ces phénotypes suggere que R¥iRen tant que composant d’hétérodimeéres
RXRa/RAR activés par I’AR. L'importance de RXRpour le développement embryonnaire et
placentaire, revelée par I'analyse des mutants d®RXRest sous-évaluée en raison d'une
redondance fonctionnelle partielle avec XRn effet, les doubles mutants nuls R¥RXR[

meurent tous au cours du développement embryonnaire précoce et présentent des malformations
trés séveres, ainsi qu’'une agénésie du placenta. L’analyse morphologique de souris déficientes a
la fois en RAR et RXR indique une convergence des voies de signalisation relayées d’une part par
RXRa, et d’autre part par RAR RAR(B ou RARy. La preuve en est que des anomalies nouvelles,
absentes chez les mutants simples, apparaissent chez les double-mutants oURARXR
RXRa/RARB et RXRo/RARy. En d'autres termes, l'analyse du phénotype des mutants
RXRo/RAR révele que la possibilité d’'une compensation fonctionnelle par les RAR restants
devient problématique en cas d’absence du partenaire RXR d’hétérodimérisation préférentiel.
Toutes ces nouvelles anomalies sont également présentes chez des double-mutants nuls pour les
RAR (RAR/RAR) et la plupart ont été décrites chez des foetus carencés en vitamine A. Cette
concordance de phénotypes additionnée (1) a I'absence d’anomalie morphologique chez les
double-mutants nuls RXBRXRYy, (2) a I'absence de synergie entre les mutations nulles pour
RXRB ou RXRy et les inactivations de RARI([3 ouy) permettent de conclure que les unités
fonctionnelles principales de la voie de signalisation de I'AR au cours du développement
embryonnaire sont des hétérodimeres R¥RAR. Deux protéines cytoplasmiques se liant a I'’AR
toutdrans, cellular retinoic acid-binding proteins (CRABP) | et II, pourraient intervenir dans le
stockage, le transport vers le noyau et/ou la dégradation de I'AR et ainsi contréler la concentration
intracellulaire d’AR libre, disponible pour activer les récepteurs nucléaires. Néanmoins,
contrairement aux RAR et aux RXR, les CRABP ne sont pas indispensables au développement,
puisque les double-mutants nuls CRABPI/CRABPII sont quasi-normaux.

Retinoic acid receptors: Retinoic acid-binding protein:
Retinoic acid signalling pathway
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Vitamin A deficiency syndromes demonstrate that bind in vitro to certain DNA response elements as
this molecule is indispensable for embryonic homodimers, are heterodimerization partners for a number
development and postnatal life of nuclear receptors, such as thyroid hormone receptors, the

cholecalciferol receptor, peroxisomal proliferator-activated
receptors (which are activated by fatty acid derivatives), and
numerous ‘orphan’ nuclear receptors (i.e. whose ligands, if
any, remain to be discovered; for reviews, see Chambon,
1994, 1996).

Mutant mice lacking RAR, RARB or RARy are viable.
Taken together, they display many aspects of the postnatal
VAD syndrome, i.e. testicular degeneration (RARull
mutants), squamous metaplasia of the male genital tract
a(RARy null mutants) and growth deficiency (RARB andy
mutants; Lohnest al 1993; Lufkinet al. 1993; Ghyselinck
2t al 1997). RARB null mutants also display a persistent
hyperplastic primary vitreous body, an ocular defect
representing the most frequent malformation of the fetal
VAD syndrome (Ghyselinclet al 1997). However, the
phenotypes of these RARB andy single-null mutant mice
are confined to a small subset of the tissues normally
expressing each of these receptors. The existence of a
functional redundancy between RAR (see Kasteteal
1995, 1998 Mark et al 1997; Mascrezt al 1998) is
confirmed by the fact that mutants lacking a pair of isotypes

Hale, in a series of publications that he initiated in 1933,
showed that deficiency in a nutritional factor, which
happened to be vitamin A (retinol), could induce congenital
malformations in pigs, and ruled out the possibility that
genetic factors were responsible for the malformations
observed (Hale, 1937). Hale’s work is recognized to be the
first controlled and, as it turned out, successful attempt to
produce congenital malformations in mammals and, in this
respect, also represents the first demonstration that, in
mammalian embryo, environmental factors could influence
developmental processes as effectively as hereditary force
(for review, see Kalter & Warkany, 1959). Following this
pioneering work, the group of J Warkany (for review,
see Wilsonet al 1953) showed, half a century ago, that
conceptuses of vitamin A-deficient (VAD) rat dams exhibit
a large number of congenital abnormalities affecting
the eyes, myocardium and aorticopulmonary septum,
diaphragm, as well as respiratory and uro-genital systems
VAD studies have also shown that this vitamin is indispen-
sable throughout postnatal development and adult life for

survival, growth, reproduction, vision and maintenance of

’ Y - ’ . AR0/RARB, RARa/RARy and RAR/RARy mutants
numerous tissues. Widespread squamous metaplasia og?e in uteroBor at birth \::md displg the yspectrum) of
various epithelia, degeneration of seminiferous tubules andVAD-induced malformations (Lohneset al 1994;
photoreceptors, are hallmarks of the postnatal VAD . . ) '
syndrome (for references, see Kasteeal 1995 Mark & Mendelsohret al. 1994; Ghyselinclet al 1997; Subbarayan

et al 1997).
Chambon, 1997). RAR single- and double-null mutants also exhibit

abnormalities that have not been described in the fetal
Retinoic acid is an active metabolite of vitamin A VAD syndrome, which can be explained readily by the
difficulty in achieving, by dietary deprivation, a state of
VAD which would remain compatible with pregnancy.
Some of these additional abnormalities can be produced
in cultured mouse embryos either by injecting anti-sense
oligonucleotides to retinol-binding protein into the yolk-sac
cavity (Baviket al 1996) or by supplementing the medium
with an RA antagonist (O Wendling, P Chambon and
M Mark, unpublished results). The overall analysis of
RAR null mutants demonstrates that RAR, and therefore
RA, play crucial roles at many distinct stages of the
development of numerous organs (for review, see Kastner
et al. 1995; Mark & Chambon, 1997). RAR are notably
indispensable for the ontogenesis of (almost) all derivatives
of the neural crest (for review, see Matkal 1995, 1998).
They are involved in patterning of the antero—posterior
body axis (Lohneset al 1993, 1994; Ghyselinclet al
1997) through regulating the expression of certélimx
genes (for example, see Dugigal. 1997), as well as in the
The actions of RA are mediated by nuclear receptors whichestablishment of the antero—posterior axis of the limb
are ligand-inducible transcriptional regulators, and belong to (Lohneset al 1994; Mascreet al 1998; Dupéet al 1999).
two distinct families: RAR activated by alians and 9eis They are required for retinal histogenesis (Grondsmnal
RA (the two major natural RA isomers) and RXR activated 1996) and cardiomyocyte differentiation (Kastredr al
by 9<is RA only. Each family consists of three genetic 1994, 199B), as well as for the control of apoptosis in the
isotypes (RAR- or RXR, B andy). The complexity of retina (Grondonat al 1996), the fronto-nasal and inter-
retinoid signalling pathways is increased by the fact that, atdigital mesenchymes (Lohnes al 1994; Ghyselinclet al
leastin vitro, RAR bind to their cognate response elements 1997; Dupé et al. 1999) and conotruncal septum
as heterodimers with RXR. Moreover, RXR, which can also (Ghyselincket al. 1998).

In adult animals, retinoic acid (RA) can both prevent and
eliminate the defects caused by a VAD diet, with the
exceptions of night-blindness and retinal degeneration.
Thus, RA represents, together with retinaldehyde which is
involved in the visual cycle, a major bioactive retinoid (for
review, see Kastnest al. 1995; Mark & Chambon, 1997).
Direct evidence that RA could replace vitamin A at certain
stages of embryogenesis was provided very recently
(Dickmanet al 1997). Moreover, the teratogenic effects of
pharmacological doses of RA have popularized the belief
that it may act as a morphogen, providing positional
information for the patterning of the limb and main body
axes (for references, see Kastmgral 1995; Mark &
Chambon, 1997).

Nuclear receptors transduce the retinoid signal
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RXRa/RAR(a, p or y) heterodimers represent the receptors. However, in contrast to RAR and RXR, CRABP
functional units of the retinoic acid signalling are not essential for development, since CRABPI/CRABPII
pathway during development double mutants are near normal (Lampetal 1995).
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