Génétique cellulaire
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Cette année, le cours n'a pas eu lieu. Le séminaire a porté sur les études
moléculaires de la gamétogenese et de I'embryogenése précoce.

M. André PicARD, Chargé de recherches au C.N.R.S., a fait un séminaire
sur le role des centrosomes et du contenu de la vésicule germinative dans le
cycle cellulaire au cours de I'embryogeneése précoce chez I'étoile de mer.

M. René OzON, Professeur a I'Université Paris VI, a discuté du réle de la
phosphorylation des protéines dans le mécanisme de la rupture de I'’enveloppe
nucléaire de l'ovocyte de Xénope.

M. Jean-Jacques TOULME, Directeur de recherche a 'lLN.S.E.R.M., a pré-
senté «la régulation de [I'expression génétique par les antimessagers :
[ - Mécanismes de linhibition de la traduction par les ARNs et ADNs
antimessagers ».

M. Bernard LEBLEU, Professeur a I'Université Sciences et Techniques du
Languedoc, a présenté « la régulation de I'expression génétique par les anti-
messagers : Il - Expression des antimessagers dans les cellules ».

M™ Christine POURCEL, Chargée de recherches a I'Institut Pasteur, a fait le
point sur l'inhibition maternelle de I'expression du géne HBs (antigene de
surface du virus de I’hépatite B) dans une lignée de souris transgéniques.

M. Roger OrLLO, Chargé de recherche a [I'Institut Pasteur, a fait un
séminaire sur : « Kriippel, un géne clé dans I'établissement de la segmentation
chez la Drosophile ? Quelle en est la fonction et qui dirige cette « main » ?

M. Jean-Claude BEETSCHEN, Professeur a I'Université Paul Sabatier de

Toulouse, a décrit I'ovocyte en cours de maturation : un nouveau modele
d’étude de la polarisation dorso-ventrale (croissant gris) chez les amphibiens.

M. Marc HAENLIN, Chargé de recherche au C.N.R.S., a discuté de la

polarité dorso-ventrale chez I'embryon de Drosophile : étude du gene
fs(1)K10.
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M. Jean WEISSENBACH, Directeur de recherches au C.N.R.S., a proposé un
exposé sur les échanges normaux et anormaux entre les chromosomes X et Y
humains.

M. Philip AVNER, Directeur de recherches au C.N.R.S., a fait le point sur
le chromosome X murin : organisation et homologies avec le chromosome X
humain.

ACTIVITES DU LABORATOIRE

Au cours de I'année écoulée, I'étude de la différenciation s’est poursuivie
dans le laboratoire situé a I'Institut Pasteur. Comme précédemment, cette
étude met en jeu deux matériels : le tératocarcinome de la souris et les
embryons de souris aux stades précoces de leur développement. Cest en
comparant ces deux matériels qu’'on espére pouvoir analyser les premiers

stades du développement embryonnaire.

ETUDE DU DEVELOPPEMENT PRECOCE DE L'EMBRYON DE SOURIS

I. IMMORTALISATION DE PRECURSEURS DES DIFFERENTS
LIGNAGES CELLULAIRES DE L’EMBRYON DE SOURIS

(Marie-Hélene Buc et Odile KELLERMANN)

On a introduit, dans les lignées de carcinomes embryonnaires F9 et 1003,
des genes immortalisant de SV40 placés sous le controle du promoteur Ela de
I’adénovirus 5. On a alors isolé des clones immortalisés ayant les caractéres de
cellules précurseurs de chacun des principaux lignages cellulaires de
I'embryon. On a ainsi obtenu : 1) un clone précurseur neuroectoblastique
capable d’exprimer plusieurs phénotypes en fonction des conditions de culture.
En présence d’acide rétinoique, les cellules sont de type épithélial et sont
marquées par des anticorps anti-leu- et met- enképhaline. En présence d’AMP
cyclique, plus de 90 % des cellules développent des extensions bipolaires, co-
expriment les protéines d’adhérence N-CAM et L-CAM et la fibronectine,
ainsi que des marqueurs de neurones mono-aminergiques ; 2) un clone orienté
vers la voie mésoblastique qui induit des tumeurs sarcomateuses contenant des
cellules de mésoblaste primitif associées a des fibroblastes, des adipoblastes et
des adipocytes ainsi que des cellules mésothéliales. Un autre clone mésoblasti-
que est capable de se différencier en ostéoblastes in vitro et in vivo et
synthétise une phosphatase alcaline spécifique de I'os, sensible a la vitamine
D ; 3) d’autres clones correspondant a des précurseurs endodermiques multi-
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potentiels qui se différencient in vitro et in vivo en cellules endodermiques
extra-embryonnaires (endoderme pariétal et viscéral) et embryonnaires (intes-
tin embryonnaire), capables d’exprimer la villine, protéine de structure des
microvillosités intestinales, lorsque 1'on modifie la source de carbone dans le
milieu de culture. Tous ces clones immortalisés conservent un phénotype
stable en culture ; ils expriment I'antigene T de SV40 et ont gardé la capacité
de se différencier in vitro et/ou in vivo.

1. ETUDE FONCTIONNELLE D'UN HOMEOGENE (HOX 3.1) PAR
CREATION DE SOURIS CHIMERIQUES

(Philippe BRULET, Patrice BLANCHET, Francois CONQUET, Hervé LE
MOUELLIC)

Au cours de I'’embryogenese, les cellules doivent intégrer une information
de position, phénomeéne sur lequel peu de choses sont connues chez les
vertébrés. Or de nos expériences par hybridation in situ sur coupes histologi-
ques, il ressort que I’homéogene Hox 3.1 joue un réle important dans les
premieres étapes de la régionalisation de I'embryon de souris. Ces recherches
tendent a établir la fonction exacte de ce géne au cours du développement.
Au niveau moléculaire, on cherche a caractériser I'unité de transcription et a
définir le promoteur ainsi que le mode d’action de la protéine. Une analyse
fonctionnelle du réle de Hox 3.1 au cours du développement est faite en
perturbant son activité par surexpression ou inhibition au niveau du DNA, du
RNA ou de la protéine. L’approche expérimentale est basée sur la production
d’animaux transgéniques (par injection de DNA dans I'ccuf) ou chimériques
(par injection dans le blastocyste de cellules souches embryonnaires ES,
transfection in vitro). Plus particulierement, on développe une nouvelle tech-
nologie permettant d’obtenir des souris mutantes pour un géne donné. Cette
technologie est basée sur I'obtention de mutations par recombinaisons homolo-
gues dans les cellules ES totipotentes. Cette méthode pourra étre généralisée
a tout gene défini au niveau moléculaire.

III. EXPRESSION D’ONCOGENES AU COURS DU DEVELOPPEMENT
EMBRYONNAIRE

(Philippe BRULET, Yvan LALLEMAND et Luis PARADA)

On a cherché a développer I'expression de certains oncogenes au cours du
développement de I’embryon en prenant d’abord comme modéle I'oncogéne
N-myc. Pour cela, on a mis au point une technique nouvelle d’hybridation in
situ en paraffine. Cette méthode permet une meilleure résolution autoradio-
graphique et surtout une meilleure histologie. On a ainsi constaté que N-myc
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apparait d’abord dans une série de tissus : rétine en formation, somites,
myotomes, ganglions et trachée. Il semble que N-myc représente un marqueur
du tissu neural précoce. On poursuit maintenant I’étude sur les stades plus
avancés du développement avant d’étudier les autres oncogénes. D’autre part,
on a commencé a transfecter des cellules EK avec des oncogénes insérés sur
des virus Moloney défectifs. Avec ces cellules transformées, il sera possible de
produire des souris chiméres pour y étudier les effets des genes N-myc
ectopiques sur le développement.

IV. LOCALISATION DE L’'ACTIVITE B-GALACTOSIDASE DANS LE
NOYAU DE LA CELLULE

(Jean-Frangois NicOLAS et Claire BONNEROT)

L'utilisation du géne LacZ en tant que marqueur cellulaire ou rapporteur de
I'activité transcriptionnelle a été élargie en utilisant une protéine B-gal fusion-
née au peptide de localisation nucléaire de SV40 (amino acide 127 a 147 de
I'antigene T). La protéine fusionnée conserve l'activité enzymatique qui se
trouve alors exclusivement associée a l’enveloppe nucléaire. Aucune activité
enzymatique n’est décelable dans le cytoplasme sauf durant la mitose. La
localisation nucléaire de la B-galactosidase a été obtenue dans de nombreux
types cellulaires dont les myoblastes/myotubes, les cellules multipotentielles et
les tout premiers stades de I'embryon de la souris. Les cellules de diverses
especes (hommes, souris, lapins, ovins) utilisent le signal introduit. Ce mar-
queur est aussi décelable en microscopie électronique. Il semble exclusivement
associé aux pores nucléaires. Cette observation pose le probleme de savoir si
le peptide de localisation nucléaire est suffisant pour transloquer les protéines
vers le nucléoplasme.

V. ETUDE DE LA SPECIFICITE TRANSCRIPTIONNELLE DURANT
LES TOUT PREMIERS STADES DU DEVELOPPEMENT

(Jean-Frangois NicorLas, Claire BONNEROT, Edith LEGOUY et Muriel
VERNET)

Le géne déterminant la structure de la B-gal nucléaire a servi de « rappor-
teur » de l’activité transcriptionnelle de promoteurs varié€s, apres microinjec-
tion dans I'ceuf fertilisé. Aucun promoteur ne semble pouvoir étre utilisé par
I'ceuf au stade 1 cellule. En revanche, des le stade 2 cellules, le promoteur de
SV40 et du virus de Rous sont tres actifs ainsi que les promoteurs a
expression ubiquitaire (HPRT, HMG, B-actine). Au contraire, les promoteurs
présentant une expression restreinte a certains tissus (promoteur du gene de
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I'interleukine-2 et de la chaine alpha du récepteur de l'acétylcholine) ne sont
pas utilisés. Le promoteur H-2 KY lui est exprimé, ce qui constitue une
exception qui demande explication. L’absence d’expression du LTR du virus
de Moloney indique que I’expression de ce virus doit étre strictement réglée
pendant le développement de I’embryon pour éviter de surcharger en provirus
le futur individu. Une étude de promotéurs hybrides entre le LTR de MSV et
les 21 bp de SV40 permet de conclure que I'inactivité du LTR de Moloney au
début du développement n’est pas due a la présence d’un répresseur mais
plutdt a I'absence d’activateur spécifique.

VI. TRI DES CELLULES EXPRIMANT LA B-GALACTOSIDASE A
L’AIDE D'UN SUBSTRAT FLUORESCENT

(Jean-Frangois NICOLAS et Gary NOLAN)

La sélection de lignées transcomplémentantes, I’examen de certains pro-
blemes de variation de l’expression génétique et I’analyse quantitative de
I'expression des constructions LacZ pourraient étre abordés si une méthode de
marquage in vivo des cellules B-gal* pouvait étre mise au point. Pour ce faire,
on a utilis¢é comme substrat la fluorescéine-digalactoside. Dans des conditions
particulicres de température, on peut marquer les cellules sans que le produit
de réaction, la fluorescéine, ne diffuse hors des cellules. Les conditions ou la
quantité de fluorescéine est proportionnelle a I'activité enzymatique ont ainsi
été caractérisées. A l'aide du FACS, le tri des cellules B-gal*, a partir de
mélanges, a pu étre réalisé.

VII. MISE AU POINT D'UN TEST DE DETECTION DE COMPOSES
ACTIFS CONTRE LES RETROVIRUS

(Jean-Frangois NICOLAS et Claire BONNEROT)

Les rétrovirus murins et de primates présentent de nombreuses analogies
dans leur cycle viral : fixation sur une membrane cellulaire, réverse transcrip-
tion et passage sous forme provirale. L'utilisation de virus du SIDA pour des
tests de dépistage a large échelle de drogues actives souléve des difficultés de
quantification (mesure indirecte par [I'activité réserve transcriptase) et de
lourdeur des tests. On a donc utilisé des rétrovirus recombinants défectifs qui
peuvent étre suivis par I'expression du gene LacZ. Dans une série d’analyses
préliminaires, nous avons montré que ce test permettait de déceler l'activité
de 'AZT et de rapidement décrire (en paramétres cinétiques), 'étape ou elle
intervient dans le cycle viral. Ce test peut donc étre utilisé pour déceler
I'activité d’autres dérivés de I’AZT ou d’autres drogues.
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VIII. CLONAGE, ORGANISATION ET EXPRESSION DES GENES
CODANT POUR LES FILAMENTS INTERMEDIAIRES

(Denise PAULIN et Alain LILIENBAUM)

Les composants des réseaux de filaments intermédiaires, responsables de
I'organisation cytoplasmique, différent avec le type cellulaire. Les polypeptides
qui les constituent sont spécifiques des tissus : neurofilaments dans les neu-
rones, GFA dans les astrocytes, desmine dans les muscles et diverses cytoké-
ratines dans les épithélium. Dans les cellules précurseurs — neuroblastes,
myoblastes, etc. — les filaments sont constitués du méme homopolymeére : la
vimentine. Lors de la transition vers la cellule spécialisée, les filaments de
vimentine sont remplacés par ceux de desmine dans le muscle ou par les
neurofilaments dans les neurones ou la GFA dans les astrocytes. En vue
d’étudier cette transition, les genes qui codent pour la vimentine, la desmine
et les neurofilaments ont été isolés. Le géne vimentine humain a été cloné et
sa séquence nucléotidique déterminée. Les séquences régulatrices ont été
caractérisées a l'aide d’oligonucléotides synthétiques complémentaires.
L’expression de la vimentine est réglée au niveau transcriptionnel ; dans les
cellules de mammiféres, un seul RNA messager de 2 000 nt, trés stable, a été
caractéris€. Le gene est activé dans les lymphocytes par les produits de
certains genes viraux : HTLV1 dans les lymphocytes T et EBV dans les
lymphocytes B. Au contraire, dans les cellules ou le taux du produit du géne
myc est élevé, la synthése du RNA vimentine est inhibée. Le gene de la
desmine a été isolé et sa régulation étudiée lors de la transition myoblastes-
myotubes. Un RNA messager de 2 200 nt caractéristique du muscle strié¢ a été
identifié. Un second RNA messager codant aussi pour la desmine est synthé-
tisé dans les cellules musculaires lisses. La recherche d’anticorps est effectuée
sur des sérums de patients qui développent une maladie virale. L’hypothése
de ce travail repose sur le fait que le virus détruit un certain type cellulaire.
La lyse libére les filaments cytosplasmiques qui sont totalement insolubles et
provoquent la synthése d’auto-anticorps dirigés contre le type de polypeptide
spécifique du tissu lésé.

IX. EXPRESSION DES PROTEINES DE CHOC THERMIQUE DANS
LES CELLULES DE L’EMBRYON DE SOURIS PREIMPLANTATION

(Olivier BENSAUDE, Michel MORANGE et Valérie MEZGER)

Les protéines de choc thermique (HSP) sont des protéines trés conservées a
travers I’Evolution et impliquées dans de nombreux processus fondamentaux
du métabolisme cellulaire. On a montré que la protéine de choc thermique
HSP 89 pouvait étre résolue par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
deux especes polypeptidiques de migrations différentes. Ces deux espéces
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voisines ne semblent pas dériver I'une de I'autre, mais sont codées par deux
mARNSs distincts soumis a une régulation de transcription différente. L’'un est
nettement thermoinductible, 'autre pas. Les deux protéines correspondantes
(en particulier celle qui est thermoinductible dans les fibroblastes) sont trés
abondantes dans les cellules de carcinome embryonnaire et dans I'embryon
précoce de souris. Généralement, I’expression aprés choc thermique des génes
codant pour la HSP 68 provient d’une activation spécifique de la transcription
de ces genes et d’une stabilisation des ARNs messagers correspondants. La
synthése de cette protéine n’est observée ni dans I'embryon de souris au
jour 3, ni dans certaines lignées de carcicome embryonnaire. On a montré par
des expériences de transfection et de transcription in vitro (« run-on ») que
dans ces lignées de carcinome embryonnaire, la transcription des génes HSP
68 n’est pas stimulée.

X. ETUDE DES ANTIGENES IMPLIQUES DANS LE LUPUS ERYTHE-
MATEUX

(Francois JACOB et Nadine PEYRIERAS)

Le lupus érythémateux disséminé (LED) peut étre étudié chez la souris
grace a certaines souches telles que MRL Ipr/Ipr qui développent les caracté-
ristiques de la maladie. La présence dans la circulation sanguine d’auto-
anticorps interagissant avec le DNA constitue un des criteres du LED. Ces
anticorps sont un outil permettant une approche cellulaire et moléculaire des
mécanismes de la maladie. La préparation d’hybridomes a partir de souris
lupiques permet l'isolement de cellules productrices d’anticorps monoclonaux
anti-DNA. La caractérisation de ces anticorps et de leurs multiples réactions
croisées a permis I'hypothése de I'existence d’immunogenes autres que le
DNA. En particulier, I'interaction des anticorps anti-DNA avec la surface de
certains types cellulaires (IW32, 3T3...) permet d’envisager le rdle de pro-
téines membranaires dans I’évolution de la maladie. L’étude des caractéristi-
ques biochimiques et de la distribution d’une série de protéines de masses
moléculaires s’échelonnant entre 10 K et 50 K identifiées grace aux techniques
de détection immunologiques pourrait permettre de progresser dans la com-
préhension du LED.

XI. RECHERCHES SUR UN SYSTEME DE MUTAGENESE INSERTION-
NELLE ENDOGENE CHEZ LA SOURIS

(Hubert CONDAMINE et Jean-Jacques PANTHIER)

Les souris de la lignée RF/J portent 3 provirus MuLV écotropiques dans
leur génome alors que celles de la lignée SWR/J n’en ont aucun. Chez les
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descendants de certaines femelles hybrides SWR X RF obtenues par rétrocroi-
sements répétés avec la souche SWR/J, on observe I'amplification des provirus
MuLV. On a examiné I’expression du génome proviral dans le tractus génital
de ces femelles par hybridation in situ. Le RNA viral est fortement transcrit
dans les cellules de la theque des follicules ovariens moyennement ou pleine-
ment développés. Cette transcription semble mener a la production de parti-
cules virales, dont la caractérisation en microscopie électronique est en cours
(collaboration avec P. Gounon). Ainsi 'amplification de séquences provirales
semble résulter d’une infection des oocytes par des particules produites dans
leur environnement. On a tenté de reproduire ce phénomene en infectant des
souriceaux SWR/J nouveau-nés par un virus MuLV écotropique originaire
d’hybrides SWR X RF, et produit in vitro par des cellules SWR/J. Parvenues
a l’age adulte, les femelles SWR/J infectées a la naissance s’avérent étre
virémiques et elles présentent le méme type de transcription virale dans les
cellules thécales des follicules ovariens que les hybrides SWR X RF. En outre,
10 % environ de leurs descendants ont dans leur génome des provirus MuLV,
y compris dans les cellules germinales. On reproduit donc complétement, par
infection exogeéne, le processus d’amplification endogene chez les hybrides.
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