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Réle des protéoglycanes dans la distribution
du facteur sécrété Hedgehog

Les facteurs sécrétés de la famille
Hedgehog (Hh) interviennent au
cours du développement embryon-
naire en activant une voie de trans-
duction conservée au cours de I’évo-
lution [1] (m/s 1998, n°3, p.603-6).
La dérégulation de cette voie de
transduction est associée chez
I’homme a différents syndromes.
Certains de ces syndromes sont carac-
térisés par une prédisposition accrue
au cancer (pour revue, voir [2] et m/s
1997, n°3, p.402). Pour ne citer
qu’un exemple, le syndrome de Gor-
din, associé a une haplo-insuffisance
au locus patch (Ptc), codant pour le
récepteur de Hh, s’accompagne
d’une incidence élevée d’épithélio-
mas cutanés basocellulaires (m/s
1998, n°3, p.373). Au cours du déve-
loppement, les molécules Hh agis-
sent dans de nombreux cas de
manieére paracrine, c’est-a-dire
qu’elles agissent sur les cellules adja-
centes a celles qui les produisent.
Toutefois, les mécanismes molécu-
laires controlant la distribution de
ces protéines au sein d’un tissu res-
tent en grande partie inconnus. Rap-
pelons l'originalité des molécules de
la famille Hedgehog qui sont liées de
maniére covalente a un groupement
cholestérol (m/s 1997, n°2, p. 229).

Au cours d’une étude chez la droso-
phile, destinée a identifier des geénes
requis au cours de I’embryogenese
précoce, nous avons isolé, entre
autres, un géne nommé tout-velu (ttv)
(m/s 1998, n°10, p. 1146) dont la
mutation se manifeste par un phéno-
type similaire a la mutation du gene
hh [3]. Les noms hedgehog et tout-
velu font référence aux phénotypes
des larves mutantes pour les génes hh
ou {tv dont 'ensemble de la cuticule

e cst recouverte de soie (figure IA et
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IB). Cette similarité du phénotype
des larves mutantes suggérait l'inter-
vention de v dans la voie de trans-
duction du signal de Hh. Le gene ttv
code pour un homologue des molé-
cules de la famille Ext chez I’homme
(m/s 1996, n°6, p.836; 1996, n°l,
p.111; 1996, n° 12, p. 1444). Ces
molécules ont été identifiées chez
I’homme comme associées au syn-
drome HME (hereditary multiple exoso-
toses) qui se traduit par 'apparition
d’excroissances osseuses (exostoses)
au niveau des os formés par ossifica-
tion endochondrale et par une pré-
disposition aux chondrosarcomes et
ostéosarcomes [4]. De maniére inté-
ressante, 'une des trois molécules de
la famille Hh chez la souris, la molé-
cule Indian Hedgehog (Ihh) joue un
role-clé au cours du développement
osseux [5] (m/s 1996, n°10, p. 1111).
A T'époque, la fonction de la pro-
téine Ttv dans la transduction du
signal Hh demeurait difficile & éta-
blir : les molécules de la famille Ext
n’ont aucune séquence associée a
une activité biochimique connue [4],
et si nous avons pu montrer que ttv
codait pour une protéine de type II
ancrée a la membrane [3], et qu’elle
est présente dans le réticulum endos-
plasmique et I'appareil de Golgi, en
revanche elle ne se localise ni avec
Hh ni avec son récepteur Ptc,
excluant une interaction directe avec
ces protéines [6].

La fonction biochimique des molé-
cules de la famille Ext a été décou-
verte de maniére fortuite. McCor-
mick et al. ont identifié le géne Ext-1
en recherchant des génes requis
pour la synthése des héparanes sul-
fates (HS) [7]. Les HS sont des
chaines linéaires osidiques sulfatées
constituées de I’enchainement d’un

di-holoside contenant une hexoa-
mine (la glucosamine) et un autre
ose (l'acide glucuronique ou I'acide
iduronique). Ces chaines sont atta-
chées par lien covalent a une chaine
polypeptidique au niveau de sérines
par Iintermédiaire d’un tétra-oside
particulier. L’ensemble protéine-
chaine osidique est nommé «protéo-
glycane a héparanes sulfates»
(PGHS) (pour revue voir [8-9]). Au
cours de la synthése des PGHS, les
molécules Ext auraient une activité
glycosyltransférase nécessaire a
I'assemblage des di-holosides [11].

En utilisant le mutant #fv, nous avons
tout d’abord cherché a montrer que,
chez la drosophile, les genes de la
famille Ext étaient requis pour la syn-
thése des HS. Les chaines HS des
PGHS peuvent étre détachées de la
chaine polypeptidique par des hépa-
ranases. Ces coupures démasquent
des épitopes reconnus par I'anticorps
monoclonal 3G10. Chez les embryons
mutants pour le geéne ftv (embryons
itv), la digestion par une héparanase
ne révele aucune coloration apres
action de l’anticorps 3G10 [6],
confirmant que Ttv semble bien
jouer un role dans la syntheése de
PGHS chez la drosophile. Dans
I’embryon de drosophile, le géne hh
est exprimé dans chaque segment de
I’embryon, mais dans un petit groupe
de cellules seulement. En revanche,
la protéine, elle, est détectée non
seulement dans les cellules expri-
mant hh, mais aussi dans les cellules
adjacentes (figure 1C et IE). Dans les
mutants (v, la protéine Hh est pré-
sente exclusivement dans les cellules
exprimant le géne hh (figure 1D et IF)
[6]. On peut donc en conclure que
la distribution de la protéine Hh est
controlée par Ttv. Compte tenu du
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Figure 1. Phénotype des larves
mutantes pour Tout-velu et réle de
la protéine Ttv dans la distribution
de Hh. A. Larve issue d’'un embryon
sauvage. La segmentation de la larve
est clairement reconnaissable par
I'alternance de zones recouvertes ou
dépourvues de soies. B. Larve issue
d’un embryon dont les contributions
maternelle et paternelle du géne ttv
sont éliminées. Le processus de seg-
mentation est clairement affecté,
seules des zones recouvertes de
soies sont présentes. Les larves
issues des embryons mutants pour
Hh manifestent un phénotype simi-
laire. C. Distribution de la protéine
Hh chez I'embryon sauvage. D. Dis-
tribution de la protéine Hh dans un
embryon ttv. E. Au cours de
I’embryogenése, Hh est exprimé
dans les cellules postérieures du
segment (noyaux roses) et adresse
un message aux cellules antérieures
(noyaux bistres) pour maintenir
I’'expression de wingless. La protéine
Hh (cercles rouges) est distribuée de
part et d’autre des cellules exprimant
Hh. F. Dans les embryons ttv, la pro-
téine Hh se distribue uniquement
dans les cellules exprimant le gene
hh, la signalisation aux cellules adja-
centes antérieures n’a pas lieu, le
processus de segmentation est donc
affecté.

role de Ttv dans la synthése des
PGHS et des données antérieures
montrant que Hh se lie a ’héparine,
un glycosaminoglycane proche des
héparanes sulfates, il est probable
que Hh se lie directement aux
chaines HS des PGHS (m/s 1999,
n°15, p. 1325).

Comment les PGHS contrélent-ils la
distribution de la protéine Hh ? Une
explication simple serait que la fixa-
tion des Hh aux chaines HS du pro-
téoglycane entraine une concentra-
tion plus élevée de Hh a proximité de
la membrane, favorisant la présenta-
tion a son récepteur Ptc. Cette étude
chez I’embryon confirme en outre les
données que nous avions précédem-
ment obtenues montrant que la diffu-
sion de Hh dans des cellules adja-
centes requiert le gene ttv [3].

Les PGHS sont de trés abondantes
molécules qui reglent des fonctions
treés diverses allant de la résistance
aux forces mécaniques a des fonc-
tions cellulaires telles que I'adhé-
rence, la prolifération ou la diffé-
renciation [9]. Cette diversité
fonctionnelle repose sur des possibili-
tés importantes de modifications des
chaines osidiques au cours de leur
synthese. L’étude de la fonction de
ces molécules dans le cadre de la
transduction des signaux extracellu-
laires avait cantonné ces molécules a
des roles peu spécifiques de co-récep-
teur pour de nombreux facteurs
sécrétés. Dans les embryons (fv, nous
avons montré que la distribution du
facteur sécrété Wg, molécule de la
famille des proto-oncogeénes Wnts,
est normale. La transduction du
signal Wg, ou du signal FGF (fibroblast
growth factor), n’est pas affectée dans
ces mémes embryons [6]. En
revanche, ces deux voies de signalisa-
tion sont affectées lorsque la syntheése
des PGHS est complétement abolie
chez les mutants [11]. Il semble donc
que Ttv soit requis de maniére spéci-
fique pour le contrdle de la distribu-
tion de Hh. Cette spécificité de Ttv a
I’égard de Hh peut étre de nature
quantitative ou qualitative, c’est-a-
dire que soit un seuil de concentra-
tion minimal de HS, soit un HS parti-
culier est nécessaire. Nous avons
cloné récemment un autre membre
de la famille des genes Ext chez la
drosophile, nommé D-Ext2 en raison
de son homologie plus marquée avec
le géne humain Ext-2 [10]. Ce géne,
exprimé de facon ubiquitaire, pour-
rait étre responsable de la synthese
des PGHS nécessaires aux voies de
signalisation des protéines Wg et FGF
en I'absence de Ttv. Bien que, chez la
drosophile, I’expression des geénes ttv
ou D-Ext2 soit ubiquitaire, il est pro-
bable que la régionalisation de
I’expression de ces génes chez les ver-
tébrés puisse constituer un niveau
important de régulation de I'activité
des facteurs sécrétés.

La priorité est maintenant d’identi-
fier le protéoglycane qui contrdle la
distribution de la protéine Hh. Trois
protéoglycanes ont été caractérisés
chez la drosophile: Syndecan qui est
apparenté a la famille des syndicanes,

protéoglycanes transmembranaires, m——
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Dally et Glycan K qui sont apparentés
a la famille des glycanes, protéogly-
canes ancrés dans la membrane par
une liaison glycosylphosphatidylinosi-
tol [8]. Des mutations entrainant une
perte de fonction existent dans les
genes codant pour Syndecan et Dally.
Il est donc désormais possible d’ana-
lyser la fonction de ces molécules
dans le controle de la distribution de
la molécule Hh.
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EEE P63 indispensable au dévelop-
pement de l’ectoderme et des
membres. Indépendamment des
genes HOX dont le role dans le déve-
loppement des membres n’est plus a
démontrer [1, 2] (m/s 1994, n°2,
p. 145-8), de trés nombreux geénes
sont impliqués dans les ectrodactylies,
anomalies qui recouvrent une grande
variété de défauts de développement
des doigts. Quand I’atteinte est
médiane, elle a pour conséquence
une malformation dite «en pince de
homard» ou mains et pieds fendus
(split hand/split foot malformation ou
SHFM) pour lesquels trois locus ont
déja été identifiés en 7q21, Xq26 et
10q24. Souvent I’ectrodactylie est
associée a d’autres anomalies. Dans
les syndromes EEC (ectrodactyly, ectoder-
mal dysplasia, facial clefts), par
exemple, viennent s’ajouter dysplasie
ectodermique et fente labiale. Chez
une grande famille hollandaise, un
syndrome cliniquement trés proche
des syndromes EEC, mais avec une
hypoplasie/aplasie des mamelons et
des glandes mammaires, vient d’étre
récemment décrit. Il a été appelé
limb-mammary syndrome (LMS) [3].
Comme celui de certains cas fami-
liaux de EEC (EEC3), son locus est

situé en 3q27. Dans cette région, le
géne SOX2, qui aurait fait un excel-
lent candidat (m/s 1993, n°11,
p. 1247-8), fut rapidement exclu.
Apres avoir délimité de facon plus
étroite la région candidate, les
auteurs eurent la surprise de consta-
ter que p63, un homologue de p53,
était en cause dans neuf cas de EEC3
[4]. Les mutations faux-sens affectent
le domaine de liaison a ’ADN (exon
5 a 8), dans une région correspon-
dant pour p53 a un point chaud de
mutation dans les tumeurs humaines.
Dans un seul cas, une mutation dans
I'exon 13 avec rupture du cadre de
lecture devrait entrainer une pro-
téine tronquée pour l'isotype 0, en
laissant intacts les isotypes 3 et y. Dans
la famille avec LMS, aucune mutation
n’a encore été trouvée pour l'instant
mais tous les exons n’ont pu étre
explorés etil y a tout lieu de supposer
que le méme geéne est en cause. En
effet, le gene p63 est abondamment
exprimé dans les cellules basales des
couches épithéliales de la peau. En
outre, son invalidation chez la souris
aboutit 2 un phénotype trés voisin [5,
6] : les souris p637- ont un trouble du
développement de I’épiderme, des
phanéres, une absence de glandes

salivaires, lacrymales et mammaires,
une hypoplasie de la mandibule ainsi
que des troubles du développement
des pattes antérieures et postérieures.
Chez I’homme, dans les EEC3 et la
famille de LMS, la transmission est
autosomique dominante et les muta-
tions observées sont a I'état hétérozy-
gote. Concernant leurs consé-
quences, s’agit-il d’une haplo-
insuffisance ou ne serait-ce pas plutot
par effet dominant négatif ou gain de
fonction? Il est encore trop tot pour
conclure mais on peut déja affirmer
que p63 intervient chez ’embryon
dans le développement et le maintien
de la créte apicale ectodermique ou
se produisent les interactions épithé-
lium-mésenchyme nécessaires a la
morphogenése des membres.

[1. Renucci A, et al. Med Sci 1993 ; 9:
157-64.]

[2. Duboule D, Sordino P. Med Sci
1996; 12: 147-54.]

[3. Van Bokhoven H, et al. Am |
Hum Genet 1999 ; 64 : 538-46.]

[4. Celli ], et al. Cell1999;99: 143-53.]
[5. Mills AA, et al. Nature 1999 ; 398 :
708-13.]

[6. Yang A, et al. Nature 1999; 398:
714-8.]

m/s n°2, vol. 16, février 2000





