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Le cours cette année a porté sur les connaissances récemment acquises au sujet
des mécanismes de la différenciation musculaire. En effet, le muscle squelettique
a tres largement servi de modele d’études a I’analyse des processus de différen-
ciation somatique, aux plans moléculaire et cellulaire. Il doit cet avantage a
I’existence de nombreux types de lignées cellulaires myogéniques a développe-
ment continu capables de se différencier in vitro, a une connaissance tres poussée
de son embryogénese et des genes de régulation, a la richesse des facteurs
épigénétiques impliqués (mécaniques, neuronaux, hormonaux) et enfin aux avan-
cées spectaculaires dans I’étude des diverses pathologies qui s’y rattachent.

Embryogénese

Si, dans des cours précédents nous avions mis I’accent sur les stades les plus
précoces de la formation des somites (groupements des cellules du feuillet mé-
sodermique qui s’étagent sur 1’axe antéropostérieur de I’embryon et sont a 1’ori-
gine des muscles, cartilages et formations osseuses), nous nous sommes plus
particulierement intéressé dans le présent cours, aux signaux intracellulaires qui
influencent le destin des somites et leur conversion en muscles axiaux ou péri-
phériques. Ainsi la notochorde, en émettant des signaux au niveau du tube neural,
convertit la partie ventrale de celui-ci en une zone appelée « plancher » (floor
plate) laquelle libére a son tour un facteur (Sonic Hedgehog, ou SHh) qui
« ventralise » le somite, c’est-a-dire induit la différenciation de sa partie ventrale
en sclérotome, précurseur du tissu cartilagineux. Le méme couple « notochorde-
tube neural » exerce également sur la partie dorso médiane du somite, un effet
inducteur qui convertit les cellules correspondantes en dermomyotome. Cet effet
est lié a la libération du facteur wnt-1. Les cellules du dermomyotome ont alors
deux destinées possibles : soit elles se convertissent en dermatome et en myotome
ce dernier territoire recélant les premiéres cellules précurseurs des muscles axiaux
(muscles du tronc) ; soit ces cellules, sous I’influence de la plaque latérale du
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mésoderme intermédiaire (facteur BMP4) expriment le géne Pax3 qui bloque
passagerement leur différenciation myogénique, en inhibant 1’expression des
genes régulateurs positifs de la famille MyoD. Ce « blocage » transitoire permet
aux cellules du dermomyotome de migrer a I’extérieur, vers les bourgeons des
membres, migration due a la réception en leur surface d’un signal émis par le
mesenchyne de ces bourgeons : le facteur HGF (hepatocyte growth factor ou
Scatter-factor) qui interagit avec le récepteur « c-met ».

Lors de leur migration, les cellules du dermomyotome échappent a 1’influence
régionale de la plaque latérale, cessent d’exprimer Pax3, et sont le sieége d’une
myogénese terminale griace aux effets des genes de la famille MyoD. Ce schéma
complexe a pu étre corroboré par la caractérisation des facteurs diffusibles, ainsi
que par des expériences de transplantation et d’hybridation in situ.

Le reste du cours a été consacré aux genes de régulation myogéniques qui
exercent un effet positif sur la différenciation musculaire (geénes de la famille
MyoD) et aux protéines dont ils déterminent la synthese.

Genes régulateurs myogéniques

Ayant rappelé I’historique de la découverte de ces geénes, lesquels sont au
nombre de 4 (MyoD, myogénine, Myf5, MRF-4) nous avons particulierement
insisté sur la biologie moléculaire des facteurs correspondants. Ces facteurs
myogéniques (ou « myogénisants ») agissent comme « trans-activateurs » des
geénes a phénotype musculaire. Ils opérent en s’attachant, a 1’état d’hétérodimeres,
a des séquences cisrégulatrices appelées « boites E » (E-box) de formule géné-
rique : CANNTG (N étant quelconque). Le facteur non myogénique impliqué
dans cette hétérodimérisation est une protéine de présence ubiquitaire, la protéine
E12 (ou son isoforme E47), I’assemblage étant réalisé par appariements entre les
régions o-hélicales que contiennent les facteurs myogéniques et la protéine E12.
Rappelons en effet que les facteurs myogéniques, issus des 4 genes mentionnés
ci-dessus présentent une organisation similaire comportant : une séquence d’acides
aminés basiques (b) que prolongent deux o-hélices (H1 et H2) séparées par une
boucle flexible non hélicale (appelée L pour « Loop », en anglais). Le motif b-
HLH est retrouvé dans un treés grand nombre de facteurs de régulation. Il existe,
comme 1’ont démontré Davis et al., il y a quelques années, dans la région basique,
un code de reconnaissance ; entendons par 1a, certains acides aminés « clés » dont
I’intégrité est essentielle, non pour I’attachement physique a la boite E, mais pour
I’activité myogénique de 1’hétérodimere (activité mesurée par conversion de
cellules mésodermiques, 3T3 10T1/2 en cellules musculaires). On sait en effet
aujourd’hui qu’une fixation incorrecte, ou une conformation incorrecte d’un
facteur MyoD 1ié a la boite E ne permet pas une intéraction normale avec les
facteurs de stimulation adjuvants (SP,, SRF, MEF,, ... etc.). Des études cristal-
lographiques récentes du complexe MyoD-ADN ont d’ailleurs montré que, lors
de sa fixation a la boite E, la séquence basique du facteur MyoD adopte une
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conformation pseudo hélicale qui se loge donc le long de I’ADN en contiguité
directe avec I’a-hélice H1, ce qui peut expliquer les effets a distance qui sont
liés a la séquence en acides aminés et a la conformation du domaine basique de
MyoD, (ou des protéines régulatrices apparentées).

Des travaux récents ont permis d’éclaircir certaines questions pendantes ou
certains paradoxes : il a été établi par exemple que la protéine E12 contient dans
sa portion N-terminale, une séquence de 21 acides aminés qui I’empéche de
former un homodimére par appariements entre régions «-hélicales portées par
deux chaines polypeptidiques. Cette région inhibitrice est « déplacée » de son
domaine d’action lors de I’intéraction électrostatique tres forte qui s’exerce entre
certains acides aminés chargés, présents dans la séquence de I’hélice H1 de MyoD
et des acides aminés de charge opposée contenus dans I’hélice H2 de E12, ce
qui favorise I’hétérodimérisation MyoD-E12. De méme, on pouvait s’interroger
sur les raisons qui font que MyoD (ou les facteurs assimilés : myogénine, ... etc.)
ne stimulent que les génes a phénotype musculaire, alors que les motifs de
séquences caractéristiques de la boite E se retrouvent a proximité des promoteurs
de divers autres génes, par exemple dans les génes des immunoglobines. L’effet
activateur que 1’on pourrait attendre au niveau de ces genes non musculaires est
empéché par des séquences d’ADN a effet inhibiteur, tel que HES, absentes
d’ailleurs des régions voisines des promoteurs de génes musculaires.

Dans une derniere partie du cours nous avons discuté des aspects se rapportant
au fonctionnement des genes de la famille MyoD, et a leur rdle.

Controles et roles respectifs des genes de la famille MyoD

Plusieurs expériences de transgénese, mettant en ceuvre des recombinants as-
sociant les régions « promotrices » des geénes régulateurs myogéniques, et des
geénes « rapporteurs », ont permis de localiser les amplificateurs (enhancers) de
ces génes régulateurs. Celui du géne MyoD est tres éloigné de la « TATA » box,
tandis que, celui du géne myogénine en est trés proche ; mais, d’'une manicre
générale, il semble exister plusieurs amplificateurs dont certains sont sous la
dépendance du facteur MEF,. Les roles distinctifs des genes de la famille MyoD
ont été analysés en utilisant plusieurs voies d’approche. L’une d’elle a consisté a
établir la chronologie d’expression de ces génes au cours du développement
myogénique (Buckingham er al ; Montarras et Pinset) par hybridation in situ sur
des coupes de somites en différenciation in vivo, ou par la technique RT-PCR
appliquée a des lignées myogéniques en cours de différenciation in vitro. On en
a déduit que, chez la souris par exemple, Myf5 interviendrait a la phase initiale
de la détermination ontogénique, MyoD ne s’exprimerait que dans des myoblastes
déja déterminés, myogénine étant le facteur « clé » contr6lant la différenciation
terminale notamment la transition myoblaste = myotube et MRF, n’intervenant
qu’aux derniers stades. Il existe en outre des effets antagonistes entre Myf5 et
MyoD. Ainsi ’expression de MyoD dans les myoblastes est elle généralement
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contemporaine d’un arrét dans I’expression de Myf5, et I’inhibition expérimentale
du géne MyoD par des anti-sens conduit elle a une forte sur-expression de Myf5.
Dans une autre approche on a eu recours a 1’élimination élective de chacun des
4 genes de la famille MyoD par la technique des recombinaisons homologues
(Knock-out). Seule I’élimination du géne « myogénine » empéche I’apparition de
tissu musculaire différencié chez 1’embryon, sans inhiber d’ailleurs la formation
des cellules myogéniques précurseurs. L’élimination du géne MyoD n’entrave
pas la myogénese in vivo ; elle s’accompagne d’une sur-expression de Myf5 et
empéche la régénération des muscles a partir des cellules « satellites ». Celle de
Myf5 ne fait que retarder la myogénese et influe sur la formation des cotes. 1l
faut procéder a une double élimination des génes MyoD et Myf5 pour assister a
une disparition des cellules myogéniques ; I’élimination du geéne MRF, ayant,
quant a elle, peut d’effet notable.

Nous avons discuté a la fin du cours des facteurs susceptibles de moduler,
positiventent, Iactivité des genes régulateurs myogéniques eux-mémes ! Un fais-
ceau désormais convergent de données obtenues dans le laboratoire de Florini et
coll. et dans le notre, permettent d’attribuer au facteur apparenté a 1’insuline, le
facteur IGFII, un réle modulateur positif important. Son inhibition par expression
d’un plasmide produisant un transcrit « anti-sens » empéche I’expression de
MyoD (et d’ailleurs également celle du géne myogénine). Elle se traduit par un
blocage de la différenciation myogénique que leve 1’ajoiit, dans le milieu, d’IGFII
ou d’insuline (qui agit sur le méme récepteur). Fait remarquable, alors que le
blocage du gene MyoD par un anti-sens empéche comme on pouvait s’y attendre
la différenciation myogénique in vitro, il inhibe également de facon inattendue
I’expression du geéne IGFIIL. Il existe donc une boucle de régulation positive
réciproque entre ces deux genes et il est vraisemblable que le niveau d’expression
du gene IGFII contribue a maintenir le niveau d’expression de MyoD a un niveau
suffisant pour que puissent se dérouler normalement les premiers stades de la
myogénese.

F.G.

SEMINAIRES

Les séminaires ont porté sur divers aspects du cours et ont notamment permis
d’aborder les données récentes relatives aux myopathies et aux tentatives de
Thérapie génique.

Les conférenciers et les titres de leurs exposés étaient les suivants :

M. FARDEAU (INSERM U153, Paris) : Dystrophies des ceintures : Histoire et
développement actuels.

A. KAHN (ICGM, U129, Paris) : Thérapie génique des affections neuromuscu-
laires.
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D. MoNTARRAS et C. PINSET (Laboratoire du Développement cellulaire, Institut
Pasteur, Paris) : Role des facteurs de la famille MyoD, et des facteurs insulino-
minétique dans le controle de la myogénése.

K. ScHERRER (Institut Jacques Monod, Paris) : Cytolocalisation différentielle
des prosomes spécifiques sur le cytosquelette de myoblastes et dans la structure
sarcomérique du muscle et leur rdle éventuel dans la myogénese.

M. Lazar (Biochimie Cellulaire, College de France, Paris) : Régulation de
Uexpression du gene de [’énolase spécifique des muscles striés.

D’autres invités ont donné un séminaire :

M.S. BETINA (Cancer Research Institute, Bratislava, Slovaquie): Genetic
control of the major mitochondrial ADP/ATP carrier in Saccharomyces cerevi-
siae.

P. SEBILLON (Centre de Génétique Moléculaire ; Gif-sur-Yvette) : Analyse d’une
mutation T = G dans le géne de la B-globine humaine : relation avec 1’épissage.

ACTIVITES DU LABORATOIRE

Na-G, un nouveau canal sodique neuro-glial : structure du promoteur et régu-
lation de ’expression du gene.

(Y. BERWALD-NETTER, M. ESCURAT, S. GAUTRON, C. GRUSZCZYNSKI, E. HOUZET-
AMIGOU, A. KOULAKOFF, B. LESAFFRE, E. POIRAUD).

Dans notre rapport précédent, nous avons fait état de la structure et la distri-
bution cellulaire des ARNm Na-G. Il s’agit de messagers codant une nouvelle
forme de canal sodique neuro-glial présent dans les neurones et la glie du systeme
nerveux périphériques (sensoriel, sympathique et parasympathique) mais limité a
des sous-populations cellulaires de régions bien circonscrites du cerveau. Son
expression intéresse principalement les neurones relais de noyaux du thalamus
dorsal, connus pour leur importance dans le traitement et la transmission des
informations sensorielles. Les cellules des organes circumventriculaires, apparen-
tées a la glie, e.g. tanycytes de I’émincence médiane et pituicytes de la neuro-
hypophyse, I’expriment également. De maniere inattendue, in vivo, les ARNm
Na-G ne sont pas décelables dans la glie centrale.

Cette distribution sélective des messagers Na-G dans le tissu nerveux a suggéré
que des éléments régulateurs au niveau du géne, mais aussi des facteurs épigé-
nétiques, pourraient contribuer a restreindre son expression a certains types
cellulaires.

Aussi avons-nous examiné la répercussion sur le taux des ARNm Na-G de
traitements par divers facteurs biologiques, hormones et agents modulateurs de
seconds messagers. La dexamethasone entraine une hausse reproductible de la
teneur en ARNm Na-G dans les astrocytes et les cellules de Schwann en culture,



348 FRANCOIS GROS

indiquant une régulation transcrriptionnelle positive par les corticostéroides. Par
contre, leur taux est drastiquement diminué, suite au traitement des astrocytes par
des agents qui provoquent une accumulation d’AMPc intracellulaire mais aussi
par le facteur GGF (Glial Growth Factor), appartenant a la famille des neurégu-
lines. Ces résultats ont suggéré une régulation négative de 1’expression du gene
Na-G dans les astrocytes par des interactions neuro-gliales. Cette hypothese fut
confirmée dans des expériences impliquant des 1ésions ciblées de neurones par
injection stéréotaxique d’acide kainique : les neurones éliminés, on observe I’in-
duction des messagers Na-G dans 1’astroglie des aires cérébrales 1ésées.

Contrairement aux astrocytes, la glie périphérique (cellules de Schwann) ex-
prime les transcrits Na-G tant in vivo qu’en culture ou leur taux est augmenté a
la fois sous I’effet de I’accumulation d’AMPc intracellulaire et du GGF.

N

Les ARNm Na-G sont transcrits a partir d’'un promoteur unique dépourvu
d’une boite TATA ; ils sont initiés de manieére hétérogéne a partir d’un petit
groupe de sites dont deux sont utilisés préférentiellement. Des expériences de
Southern blot réalisées avec plusieurs sondes suggerent ’existence de deux a
quatre génes homologues. Ainsi, comme c’est le cas pour d’autres canaux io-
niques, neuronaux ou musculaires, Na-G appartient a une sous-famille multigé-
nique.

La région génomique comprenant le promoteur Na-G a été isolée et sa séquence
analysée. Plusieurs sites potentiels de liaison pour des facteurs transcriptionnels
connus, dont tst-1/scip/Oct6 et REST, ont été identifiés. Ce dernier, exprimé dans
les cellules non-neuronales, agit comme répresseur de plusieurs geénes neuronaux.
Depuis peu nous avons entrepris I’examen de 1’activité du promoteur par trans-
genese en utilisant des constructions hybrides comportant des fragments géno-
miques en amont du site d’initiation, couplés au gene reporteur Lac-Z. L’analyse
de la premicre lignée de souris transgéniques indique que les premieres
1 050 bases du promoteur Na-G contiennent les éléments requis pour 1’activité
transcriptionnelle dans le systéme nerveux central et notamment dans les noyaux
du thalamus. Des expériences de « foot-printing in vivo » ont été entreprises pour
identifier les régions génomiques impliquées dans les interactions ADN-protéines-
nucléaires spécifiques d’un type cellulaire donné. Ensemble, ces approches de-
vraient permettre d’identifier les éléments impliqués dans le contrdle de la spé-
cificité cellulaire et la modulation de I’expression du géne Na-G.

Par ailleurs, nous avons produit des anticorps contre des protéines de fusion
correspondant a des régions de la séquence Na-G, sélectionnées en raison de leur
forte divergence par rapport aux autres isoformes connues de canaux sodiques.
Ces anticorps ont été purifiés par affinité. Ils reconnaissent la protéine traduite in
vitro a partir des ARN transcrits de ’ADNc Na-G cloné. Actuellement, ces
anticorps sont utilisés pour localiser la protéine Na-G dans des coupes de tissu
nerveux. Ultérieurement, ils serviront pour la caractérisation biochimique et im-
munochimique de la protéine.
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Expression, structure et fonctions des protéines microtubulaires.
(Ph. DENOULET, D. BOUCHER, E. DESBRUYERES, B. EDDE, J.C. LARCHER,
S. LAZEREG et C. REGNARD).

1. Etude des interactions entre tubulines et moteurs moléculaires. Régulation
par la polyglutamylation.

Nous avons précédemment montré que la chaine polyglutamylée de la tubuline
est impliquée dans la régulation des interactions entre la tubuline et les protéines
associées (MAPs) structurales, comme Tau ou MAP2, en modulant ces interac-
tions a la manieére d’un « potentiometre moléculaire ». Les domaines C-terminaux
non modifiés de la tubuline exercent une inhibition constitutive de la liaison de
ces MAPs. Cette inhibition est levée progressivement, dans un premier temps,
par I’addition séquentielle des trois premieres unités glutamyles de la chaine
polyglutamylée puis restaurée progressivement, dans un deuxiéme temps, par
I’addition des trois unités suivantes.

Nous avons utilisé des domaines recombinants de kinésine, correspondants aux
tétes ATPasiques du domaine moteur (en collaboration avec E.&E.-
M. Mandelkow, Max Planck Institute, Hamburg, Allemagne), dans des expé-
riences d’interaction sur membrane. Nous avons montré que la polyglutamylation
contréle la liaison de ces MAPs motrices sur la tubuline, de la méme facon que
pour les MAPs structurales.

En utilisant des domaines moteurs de kinésine conventionnelle de rat (moteur
antérograde se déplagant vers I’extrémité « plus » du microtubule) et de kinésine
apparentée de drosophile (ncd, moteur rétrograde de la division cellulaire, se
déplagant vers I’extrémité « moins » du microtubule), nous avons montré que le
vecteur directionnel d’un moteur ne repose pas simplement sur sa liaison spéci-
fique avec une sous-unité o ou B-tubuline donnée.

Par des expériences de compétition et de déplacement, nous avons montré que
les MAPs structurales et motrices, qui interagissent essentiellement par des liai-
sons ioniques, se lient dans le méme domaine C-terminal de la tubuline mais en
des sites distincts. En utilisant une batterie d’anticorps anti-tubuline pour masquer
différents épitopes, tous localisés dans le domaine C-terminal, nous avons montré
que les sites de liaison des MAPs structurales et motrices sont adjacents et
localisés sur la face interne d’une hélice a. Cette localisation particuliere permet
d’expliquer pourquoi les MAPs ne peuvent se lier a la tubuline quand la structure
globale du domaine C-terminal est fermée et pourquoi I’accessibilité de ces sites
augmente lorsque la polyglutamylation ouvre ce domaine.

2. Etude des enzymes de glutamylation

Compte tenu de I’importance de la polyglutamylation dans les structures mi-
crotubulaires du neurone et dans la régulation des interactions avec les MAPs
motrices et structurales, nous avons entrepris 1’étude des enzymes impliquées
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dans cette modification post-traductionnelle. Nous avons, au préalable, développé
un test enzymatique in vitro de glutamylation en définissant les parametres (pH,
force ionique, effecteurs) permettant un transfert efficace de glutamate radioactif
sur de la tubuline purifiée.

Des méthodes diverses de purification ont abouti a un enrichissement d’environ
600 fois de I’activité enzymatique. Certains parametres essentiels de 1’enzyme ont
été déterminés (K, vis-a-vis des différents substrats, activité préférentielle vis-a-
vis de la tubuline polymérisée, ...). Nous ignorons encore s’il existe une ou
plusieurs enzymes capables de glutamyler les deux sous-unités, ou méme les
différents isotypes de chaque sous-unité.

Notre but a court terme est d’obtenir une fraction suffisamment homogéne pour
développer des outils (anticorps, ADNc) permettant d’aborder 1’étude de la ré-
gulation de I’expression de I’enzyme. Ce développement devrait apporter des
éléments essentiels pour comprendre la fonction de la polyglutamylation dans des
systemes biologiques extrémement divers. Stabilité du centrosome, motilité fla-
gellaire, extension et maintien des prolongements axo-dendritiques et transport
axonal ne sont que quelques exemples dans lesquels la polyglutamylation semble
en effet jouer un role clé.

Régulation ontogénique et fonction des isozymes de [’énolase dans les tissus
nerveux et musculaire

(M. LAZAR, S. BROSSET, D. Gros, C. JABET, A. KELLER, N. LAMANDE, M. Lucas,
T. MERKULOVA, J.-D. ROUZEAU)

La famille de genes et d’isozymes de I’énolase représente un modele favorable
a l’analyse des aspects moléculaires de la différenciation terminale des tissus
nerveux et musculaire. Nous avons cette année plus particulierement développé
I’étude de I'isoforme PP spécifique des muscles striés, dans la perspective de
mieux comprendre la signification physiologique de I’existence d’isoénolases
distinctes dans les neurones et dans les myofibres striées matures. On sait en effet
que les cinq isoénolases (o, BB, vy, afy et oy) identifiées dans les tissus des
Vertébrés Supérieurs ont des propriétés catalytiques identiques. De plus, les
séquences en acides aminés des sous-unités o, B et y présentent plus de 80 %
d’homologie. Toutefois il existe, a coté de régions tres conservées, de courtes
régions variables, spécifiques de chaque sous-unité. Ces régions spécifiques, selon
les modeles de structure tridimensionnelle de 1’énolase, sont localisées a la surface
du dimere. On peut donc faire I’hypotheése que les isoénolases différent essen-
tiellement par leurs propriétés d’interaction avec d’autres protéines cellulaires
(protéines du cytoquelette, protéines membranaires ou d’un complexe multien-
zymatique), permettant ainsi d’ajuster la localisation subcellulaire de I’activité
enzymatique énolase aux besoins physiologiques spécifiques de la cellule. Dans
le cas de la cellule musculaire, il y aurait ainsi une production localisée plus
efficace de I’ATP nécessaire a la contraction.
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Nous avons abordé cette question dans le tissu musculaire strié, par des
méthodes biochimiques et de biologie cellulaire. L’énolase PP a été purifiée a
partir de muscles squelettiques de Souris. L’étude de I’interaction de cette isoé-
nolase avec d’autres protéines importantes pour le métabolisme énergétique de la
cellule musculaire a permis de montrer que 1’énolase Bf lie avec une haute
affinité les enzymes adjacentes dans sa voie métabolique, phosphoglycérate mu-
tase et pyruvate kinase, en accord avec I’hypothese que ces trois enzymes forment
ensemble un segment glycolytique fonctionnel. De plus, la sous-unité 3 énolase
‘présente une microhétérogénéité qui apparait au cours de la différenciation myo-
génique in vivo et in vitro. Nous avons maintenant entrepris 1’analyse de 1’origine
de cette microhétérogénéité, probablement due a des modifications post-traduc-
tionnelles, et I’étude de son role dans la modulation de I’interaction avec d’autres
protéines musculaires et dans la localisation subcellulaire de la sous-unité 3 de
I’énolase.

L’obtention de la protéine pure B3 a également permis d’obtenir des antisera
de haut titre et trés spécifique de la sous-unité B, indispensables a ’analyse de la
localisation cellulaire et subcellulaire de cette sous-unité. Les premiéres analyses
montrent une distribution striée de I'immunoréactivité B dans les myofibres
rapides du muscle squelettique adulte, dont 1’analyse fine va &tre maintenant
entreprise par microscopie confocale.

Etude des décarboxylases d’acides aminés conduisant a des neuromédiateurs
(J. THIBAULT, A.A. BATTAGLIA, G. BRUNEAU, C. DOUBININE, L. GABERNET,
F. JEBAI, M. KRIEGER, S. ZERARKA)

1. Etude de la décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC) au cours
de I’embryogéneése.

Nous avons entrepris I’étude de 1’expression de I’AADC au cours du dévelop-
pement embryonnaire du stade E12 au stade E15 par hybridation in situ de sondes
ARN anti-sens. Trois types de sondes ont été utilisés : 2 sondes de 70 bp corres-
pondant respectivement a l’extrémité 5’ non codante du messager de type
«neuro » et «non neuro » spécifique et une sonde correspondant a la partie
codante du messager. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la spécificité
tissulaire présente au stade E15 n’existe pas au stade E12, stade auquel les
2 messagers « neuro » et « non neuro » spécifiques s’expriment indifféremment
dans toutes les structures susceptibles de contenir de ’AADC. Nous avons pu
noter également la localisation du messager de type non neuro spécifique dans
les méninges et la paroi des vaisseaux au stade E15.

2. Etude de la structure de la protéine AADC

Dans le but d’étudier les rapports structure/fonction de la protéine, nous avons
exprimé ’AADC chez E. Coli. Deux systemes ont été étudiés en paralléle :
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I’expression de I’AADC sous forme d’une protéine de fusion Maltose Binding
Protein (MBP)-AADC et sous forme d’une protéine recombinante dans les vec-
teurs d’expression pET3a et pET20b+. Bien que dans les 2 cas nous ayons pu
produire chez E. Coli une protéine possédant la fonction de décarboxylation, les
caractéristiques enzymatiques (Km et Vmax) se sont révélées optimales dans le
2° systeme. Sur la base d’une étude informatique de type « Hydrophobic Cluster
Analysis » (HCA) nous avons pu cibler des expériences de mutagénese dirigée
sur quelques résidus qui se sont révélés essentiels pour 1’activité de 1’enzyme.

3. Etude de la régulation de I’expression de ’AADC

Une régulation de I’expression de I’enzyme a été mise en évidence au niveau
de la rétine sous I’effet de la lumiere. Nous avons développé une étude, sur ce
théme dans 1’épiphyse de mouton. Nous avons pu montrer une augmentation de
I’activité spécifique de I’AADC le jour par rapport a la nuit. Le neuro-transmetteur
mis en jeu dans cette stimulation n’a pu encore étre identifié, en effet la section
du rameau issu du ganglion cervical supérieur qui innerve la glande pinéale ne
semble pas entrainer de variations notables dans I’activité de I’AADC.

4. Etude de la régulation de I’expression de I'’AADC : choix des promoteurs

Les séquences situées en amont et en aval des promoteurs de type neuro et
non neuro spécifiques ayant été clonés, des expériences de transfection de cellules
d’origiﬁe neuro ectodermique : le phéochromocytome et d’origine mésodermique
ont été effectuées. En utilisant la luciférase comme gene reporter nous avons pu
montrer que chaque promoteur était activé par des facteurs spécifiques pour
chaque tissu.

5. Localisation chromosomique de I’histidine décarboxylase : Travail effectué
en collaboration avec M.G. Mattei et G. Bruneau.

En utilisant un élément de I’ADNc de I’histidine décarboxylase (HDC) le gene
a pu étre localisé sur le chromosome 15 humain en position q15-q21 et sur le
chromosome 2 de la souris en ES-G. Malgré la similitude des symptomes observés
dans le syndrome de Prader Willi qui pouvaient étre li€és a une déficience en
HDC, les 2 genes sont trop éloignés sur le chromosome 15 pour pouvoir interférer.

6. Dosage de ’ARNm de I’histidine décarboxylase en collaboration avec
P. Conti (Italie) et G. Bruneau (Tours)

Par la technique de Northern blot nous avons pu mesurer les variations de
quantités d’ARNm dans des mastocytes normaux de péritoine de rat sous I’in-
fluence d’un agent chimiotactique : le MCPI. Ce facteur provoque 1’agrégation
des mastocytes, il stimule la synthése de I’ARNm de I"'HDC pour des concentra-
tions de 25 a 100 nanomolaires.
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Etude des mécanismes moléculaires contrélant la prolifération et la
différenciation des cellules nerveuses et précurseurs.

(P. ROUGET, Y. ABRAHAM, 1. BORDE, A. Do THI, E. DupONT, C. EVRARD,
I. SANSAL)

Nous avons poursuivi notre travail concernant la recherche de génes régulateurs
intervenant dans le contrdle de la prolifération et de la différenciation cellulaire.
Parallelement, nous avons entrepris 1’étude du mécanisme d’action de la protéine
NPDC-1 (pour Neural Proliferation Differentiation Control-1), codée par I’un des
genes régulateurs que nous avons identifié.

Le gene npdc-1 est exprimé spécifiquement dans les cellules neuronales et
gliales en arrét de division. Il code pour une protéine comportant deux domaines
apparentés a des séquences de type « Hélice-Loop-Hélice », un signal de locali-
sation nucléaire, un domaine de liaison aux membranes comparable a celui de
SREBP (Sterol Responsive Element Binding Protein) et deux régions phospho-
rylables incluant plusieurs sites consensus pour les MAP-kinases.

Des expériences de transfection stable de vecteurs d’expression pour NPDC-1,
dans des lignées cellulaires transformées qui ne I’expriment pas de maniere
endogene, nous ont montré que NPDC-1 régule négativement la prolifération
cellulaire et supprime la transformation. La réversion de I’effet de NPDC-1 a
I’aide d’oligonucléotides anti-sens a confirmé que ces régulations résultent bien

de I’action de NPDC-1.

La construction de vecteurs procaryotes nous a conduit a I’obtention d’une
protéine de fusion entre NPDC-1 et la Glutathion-S-Transférase (GST). Nous
avons ainsi produit la protéine de maniere préparative et obtenu des anticorps
anti-NPDC-1. Ces anticorps ont permis d’observer que la protéine synthétisée a
faible niveau a subconfluence reste dans le cytoplasme, alors qu’apres confluence,
elle semble associée en partie a la membrane nucléaire, en partie au noyau.

D’autre part, les protéines de fusion GST-NPDC-1 permettent d’immobiliser
NPDC-1 sur microbilles de Glutathion-sépharose. A I’aide de ces protéines
immobilisées, nous avons commencé a identifier des protéines interagissant sur
NPDC-1. Ce travail a déja mis en évidence I’interaction de NPDC-1 d’une part
avec la cycline D1, d’autre part avec le facteur de transcription E2F1, la cycline A
et la kinase cdk?2.

Des vecteurs eucaryotes « inductibles », sens et anti-sens, sont en cours de
construction. Afin d’examiner plus précisément le mode d’action de NPDC-1, ils
seront transférés d’une part dans des lignées cellulaires immortalisées ou trans-
formées, d’autre part dans la lignée germinale de la souris.

Apres clonage du geéne npdc-1 complet nous avons entrepris de déterminer la
localisation chromosomique du géne, en collaboration avec Bernard Dutrillaux.
Jusqu’a présent, nous avons observé que ce gene est situé dans la région f du
chromosome 6 de la souris, qui correspond a la région p11-p12 du chromosome 12
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humain, région pour laquelle des modifications ont été décrites dans le cas de
plusieurs gliomes.

Maintenant que nous avons isolé les séquences génomiques pourvues de régions
flanquantes suffisamment longues (2kb en 5’ et 6kb en 3’), nous abordons 1I’étude
de la fonction de NPDC-1 par recombinaison homologue (knock-out du gene
associé a un marquage lacZ ; mutagénese dirigée et substitution de séquences).
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