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Le coeur : un programme
unique de transcription
et de difféerenciation
musculaire

Les maladies cardiovasculaires demeurent la principale cau-
se de mortalité en Europe et en Amérique du Nord, et la
défaillance cardlaque est generalement la cause directe du
déces. Elucider les mécanismes moléculaires qui controélent
la fonction cardiaque est indispensable pour développer
des traitements préventifs ou visant a corriger le dysfonc-
tionnement cardiaque. Les facteurs de transcription contro-
lant le programme génétique cardiaque, qui jouent proba-
blement un role important dans la cardiogenese,
représentent des cibles potentielles d’intervention théra-
peutique. Des mécanismes du contréle de I’expression gé-
nétique distincts ont été mis a jour pour les génes codant
pour les peptides natriurétiques cardiaques de type A
(ANP) et de type B (BNP), dans les différents comparti-
ments cardiaques, et a des stades différents du développe-
ment du cceur. On a isolé de nouveaux facteurs de trans-
cription propres au muscle cardiaque, dont la protéine
GATA-4 qui appartient a la famille des facteurs de trans-
cription GATA qui jouent un réle clé dans I’hématopoiése.
L’implication de ces facteurs de transcription dans ’activa-
tion du programme génétique du muscle cardiaque ainsi
que dans la différenciation cellulaire et la morphogenése
du cceur est I'objet de nombreuses études.

es malformations cardiaques
congénitales  représentent
25 % des anomalies congéni-
tales et la défaillance car-
diaque est I'une des plus im-
portantes causes de mortalité dans
les pays industrialisés. Malheureuse-
ment, la base moléculaire, incluant
les genes et les effecteurs intracellu-

laires impliqués dans le développe-
ment normal ou pathologique du
cceur, demeure incertaine. Cette in-
certitude contraste avec les dévelop-
pements spectaculaires dans le do-
maine d’étude du muscle sque-
lettique ou I'analyse de la transcrip-
tion propre a ce muscle a permis
d’identifier toute une classe de fac-
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d’événements est la méme chez les rongeurs et le poulet.

teurs de transcription qui sont égale-
ment des facteurs de différenciation
capables d’enclencher le programme
génétique musculaire et d’effectuer
une conversion phénotypique muscu-
laire. Cette découverte a fait avancer
trés rapidement nos connaissances,
non seulement de 'expression géné-
tique mais également du développe-
ment et de la différenciation du
muscle squelettique.

Le muscle cardiaque est un muscle
strié au méme titre que le muscle
squelettique et tous deux se dévelop-
pent a partir du mésoderme de I'em-
bryon. Cependant, alors que le
muscle squelettique dérive des so-
mites (issues du mésoderme dorsal a
partir du jour embryonnaire 8,5 chez
la souris), les cellules du cceur pro-
viennent du mésoderme latéral et
sont engagées dans la voie cardiaque
dés Tlimplantation de I’embryon
(jour embryonnaire 5 chez la souris).
Ainsi, les origines spatiales et tempo-
relles bien différentes de ces deux
muscles striés suggérent I’existence
de voies de différenciation distinctes
pour chacun. La découverte des fac-
teurs myogéniques (MyoD, myogéni-
ne, Myfb) et ’élucidation des méca-
nismes de différenciation du muscle

squelettique ont depuis confirmé cet-
te hypothése laissant toutefois les
voies de différenciation du muscle
cardiaque inexplorées.

Le cceur est le premier organe fonc-
tionnel chez I’embryon et le dévelop-
pement cardiaque commence dés le
début de I’embryogenése (avant la
fin de la gastrulation) lorsque les cel-
lules mésodermales s’engagent dans
la voie de différenciation cardiaque
pour donner naissance aux cellules
myocardiales ou cardiomyocytes ; ces
derniers vont proliférer pour former
le tube cardiaque (ou cceur primitif)
vers la fin de la troisiéme semaine de
gestation chez ’humain (figure 1) et
au jour embryonnaire 7-7,5 chez la
souris. Une seconde phase, dite de
morphogeneése, aboutira a la forma-
tion du cceur définitif a quatre cavi-
tés (figure 2) et des anomalies du dé-
veloppement a ce stade produisent
des malformations cardiaques (dé-
faut de septation, désorganisation du
syst¢éme de conduction et autres).
Bien que la structure, la physiologie
et la pathologie du coeur des verté-
brés soient maintenant bien con-
nues, les mécanismes de différencia-
tion des cellules qui formeront le
myocarde demeurent vagues. Ce
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manque d’informations est attribué a
I'absence de marqueurs moléculaires
et de modeles in wvitro permettant
d’étudier le processus d’engagement
et de différenciation ainsi que les
événements précoces de la cardioge-
nése.

Origine et différenciation
des cellules cardiaques.
Formation du cceur
primitif
Le développement du cceur em-
bryonnaire débute bien avant que le
tissu cardiaque puisse étre identifié
morphologiquement. La présence de
cellules engagées dans la voie car-
diaque avant l'implantation a été
mise en évidence grace a diverses ap-
proches expérimentales chez les am-
phibiens et chez I'embryon de pou-
let. Ces études ont démontré
I'existence de deux régions précar-
diaques, localisées de facon symé-
trique de part et d’autre du nceud de

Hensen dans le mésoderme latéral;
elles sont capables de se différencier
en myocarde lorsqu’elles sont trans-
plantées [1] ou sont incorporées
dans le cceur en voie de développe-
ment [2]. Ces cellules «engagées»
ou cellules précardiaques migrent et
se regroupent dans la région média-
ne du mésoderme latéral (figure 1)
pour former le mésoderme précar-
diaque. Ces deux régions cardiogé-
niques se rapprochent progressive-
ment, vraisemblablement grace aux
mouvements dus a la formation de
I'intestin primitif, puis fusionnent
pour former une structure unique
appelée tube cardiaque au jour em-
bryonnaire 7 chez la souris. Les
études sur l'origine et ’engagement
des cellules dans la voie cardiogé-
nique montrent que les cellules pré-
cardiaques sont en fait différenciées :
elles expriment des protéines spéci-
fiques du coeur telles les protéines
contractiles myosine et desmine ainsi
que la titine et I'0-actine. La différen-
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ciation cardiaque est donc établie
avant la formation du cceur primitif
et bien avant la formation des so-
mites qui conduiront au muscle sque-
lettique.

Une étape cruciale pour la spécifica-
tion du mésoderme cardiaque est,
bien sir, la segmentation du méso-
derme. Chez la drosophile, un géne
homéotique tinman est requis pour
la spécification du mésoderme car-
diaque et viscéral [3]. Mis a part tin-
man et le réle inducteur de 'endo-
derme antérieur, les facteurs -
diffusibles ou non — ainsi que les mé-
canismes de signalisation impliqués
dans la cardiogenése restent obs-
curs.

Mocrfhogenése
cardiaque: formation
du cceur a quatre cavités

Le tube cardiaque subit des change-
ments de forme spectaculaires avant
d’aboutir au coeur définitif compre-
nant quatre cavités : oreillettes et
ventricules droits et gauches. La sur-
face ventrale du cceur se plie et le
tube entier tourne du c6té droit de
I’embryon pour devenir une structu-
re en forme de S (figure 2). Les chan-
gements externes (formation des
oreillettes et des ventricules, organi-
sation du systéme de conduction) et
les changements internes (trabécu-
lation, formation des septums) sont
le résultat de déformations et de re-
maniements topologiques comple-
xes. Ces phénomenes, associés a une
constante prolifération, termineront
le développement du cceur avant la
naissance. Bien que des processus
de prolifération différentielle, de
migration cellulaire, voire de mort
cellulaire, aient été proposés, les
mécanismes impliqués dans la mor-
phogenése cardiaque sont encore
inconnus. A cet égard, le développe-
ment de souris déficientes en cer-
tains facteurs par invalidation géné-
tique (knockout) a permis d’identifier
des génes impliqués dans la crois-
sance et la morphogenése du cceur
(Tableau I). Cependant, il est impor-
tant de souligner que, dans tous les
cas, la différenciation précoce et la
formation du tube cardiaque
n’étaient point affectées, confirmant
que la différenciation des cardio-
myocytes précede et est indépendan-
te de la morphogenése cardiaque.
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Spécificité
spatio-temporelle

du programme génétique
cardiaque

Chaque étape du développement du
coeur apreés la formation du tube car-
diaque est caractérisée par un pro-
gramme génétique unique (7Tableau

II). En outre, certains genes sont spé-
cifiques de I’oreillette ou du ventricu-
le établissant ainsi, a l'intérieur du
muscle cardiaque, une spécificité spa-
tiale. Cependant, la période exacte
de la spécification oreillette/ventri-
cule ainsi que les mécanismes impli-
qués dans cette différenciation de-
meurent indéfinis. Entre autres, on

Tableau |

INACTIVATION DE GENES IMPLIQUES
DANS LE DEVELOPPEMENT NORMAL DU CEUR

Geéne
inactivé

Symptomatologie

Référence

RXRa

létalité embryonnaire (e 13,5-16,5)
hypoplasie des myocytes
amincissement des parois ventriculaires
septation anormale des cavités

(25]

RAR«
+ RARy
du myocarde

létalité embryonnaire (e 13,5-18,5)
hypoplasie des myocytes et amincissement

absence du septum ventriculaire

(26]

c-myc

létalité embryonnaire (e 10,5)
hypertrophie cardiaque
dilatation du péricarde

(271

N-myc

létalité embryonnaire (e 11,5)
hypoplasie du myocarde
absence des cavités oreillettes/ventricules

(28]

TGFB1 létalité périnatale (j 1)

désorganisation du muscle cardiaque
malformations valvulaires
malformation de la lumiére ventriculaire

(29]

PDGFB létalité périnatale

dilatation du myocarde
hypertrabéculation du ventricule droit

(30]

Wr-1

létalité embryonnaire (e 13-15)
dilatation du ventricule gauche
hypoplasie de la paroi ventriculaire

(31]

NF-1

létalité embryonnaire (e 13,5)
cceur globulaire et hypoplasique
malformations du septum ventriculaire

(32]

TEF-1

létalité embryonnaire (e 11-12)
paroi ventriculaire anormalement mince

[33]

Hox 1,5

du cceur

létalité périnatale (j0-20)
hypertrophie et malformation des cavités

[34]

e: jour de vie embryonnaire chez la souris.
j: jour de vie post-natale chez la souris.
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ignore si une population commune
de myocytes bipotents se différencie
en lignée auriculaire ou ventriculai-
re, ou si chaque lignée est établie tres
tot a partir de myocytes non différen-
ciés, bien que déja engagés dans le
programme cardiaque. Des travaux
récents effectués chez le poulet et le
poisson zeébre suggérent I'existence
d’une polarité a un stade précoce de
la différenciation du mésoderme car-
diaque avec les cellules les plus posté-
rieures donnant naissance aux cel-
lules auriculaires alors que les
cellules ventriculaires proviendraient
de la partie la plus antérieure du tis-
su; par ailleurs, le destin des cellules
précardiaques peut étre modifié par
traitement a I'acide rétinoique. Ces
résultats, ainsi que ceux obtenus a
partir d’expériences de transplanta-
tion, suggerent que des inducteurs
et/ou des interactions locales in-
fluencent les voies de différenciation
auriculaire et ventriculaire [4, 5]. La
mise au point de marqueurs molécu-
laires précoces du développement fa-
ciliterait grandement I’étude des mé-
canismes de spécification spatiale des

cellules cardiaques. Etant donné que
les facteurs de transcription a spécifi-
cité tissulaire contrélent I’expression
des geénes de différenciation, partici-
pant ainsi aux décisions précoces qui
accompagnent la spécification des
cellules, les facteurs de transcription
spécifiques des oreillettes et/ou des
ventricules pourraient représenter
des marqueurs idéaux pour retracer
les origines spatio-temporelles des
myocytes auriculaires et ventricu-
laires.

Outre sa variation lors de la spécifica-
tion des cavités oreillettes/ventri-
cules, le profil d’expression des
geénes dans le cceur varie également
au cours du développement. Un
changement majeur ou switching se
produit durant la premiére semaine
de vie postnatale alors que I'expres-
sion de nombreux génes embryon-
naires est éteinte et que celle de cer-
tains autres augmente (revue par
Lyons et al. [6]) ; cela inclut les génes
codant pour des protéines de 1’appa-
reil contractile, des canaux ioniques
et des hormones cardiaques (Ta-
bleau II). Ainsi, de nombreuses carac-

téristiques fonctionnelles du cceur
embryonnaire et adulte dépendent
du contrdle temporel précis du pro-
gramme génétique cardiaque.

Mécanismes

de transcription
spécifique au muscle
cardiaque

Mis a part les génes codant pour les
peptides natriurétiques, la grande
majorité des genes cardiaques étu-
diés jusqu'a présent sont coexprimés
dans le muscle squelettique adulte ou
embryonnaire. Cette observation a
mené a ’hypothese de I'existence de
mécanismes communs de contrdle
de la transcription - et potentielle-
ment de la différenciation — dans les
muscles cardiaques et squelettiques.
L’étude de la transcription dans le
muscle squelettique était grande-
ment facilitée par la disponibilité de
plusieurs lignées cellulaires de myo-
blastes squelettiques capables de se
différencier en myotubes alors que
I’étude de la transcription cardiaque
se heurtait a I’absence de modéles in

Tableau Il

PROFIL D’EXPRESSION DE CERTAINS GENES CARDIAQUES

AU COURS DU DEVELOPPEMENT

Geénes Stade de développement
Embryon Nouveau-né Adulte
Oreillette Ventricule Oreillette Ventricule

MHCo + + +/- + +
MHCB + - + - -
MLC1-A + + - + -
MLC1-V + = + - +
MLC-2v + = + - +
Géne codant pour + + + + +
I'actine cardiaque

MCK - - + + +
ANP + + +/- + =
BNP + + + + +

MHC: chaines lourdes des myosines.

MLC A et V: chaine légére des myosines de I'oreillette (A) et du ventricule (V).

ANP: peptide natriurétique de type A.
BNP: peptide natriurétique de type B.
MCK : créatine kinase musculaire.
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vitro de cardiogenése. Ainsi, des
études in vitro sur les promoteurs de
genes codant pour la créatine kinase
musculaire (MCK), les actines, myo-
sines et troponines, ont permis
d’identifier des éléments régulateurs
spécifiques des myotubes. Cepen-
dant, les premiers tests in vivo sur des
souris transgéniques ont révélé que
des éléments régulateurs différents
étaient requis pour la transcription
dans les muscles cardiaques et sque-
lettiques d’'un méme geéne [7], un ré-
sultat contraire a la notion de méca-
nismes communs pour l’expression
génétique dans les deux muscles
striés.

Les études portant sur la transcrip-
tion dans le muscle squelettique ont
abouti a I'isolement et a la caractéri-
sation fonctionnelle des facteurs de
transcription myogéniques de la fa-
mille MyoD (revue par Olson et
Klein [8]). L’expression forcée de
ces facteurs dans des cultures cellu-
laires induit l'’expression du pro-
gramme génétique du muscle sque-
lettique mais non cardiaque. De plus,
I'inactivation de ces génes par recom-
binaison homologue chez la souris af-
fecte le développement des muscles
squelettiques sans aucun effet sur le
développement du muscle cardiaque
(m/s n° 4, vol. 10, p. 481). Ainsi, il est
a présent clair que les mécanismes
d’activation de la transcription sont
différents dans les muscles cardiaque
et squelettique.

Promoteurs et éléments
régulateurs cardiaques

Depuis quelques années, le dévelop-
pement de cultures primaires de
myocytes dérivés de cceurs d’em-
bryons ou de nouveau-nés ainsi que
I'utilisation de souris transgéniques
ont permis d’identifier quelques élé-
ments régulateurs cardiaques, quoi-
que les protéines nucléaires qui in-
teragissent avec ces sites et qui
dictent la spécificité cardiaque com-
mencent a peine a étre identifiées
(Tableau III).

Les études de la régulation transcrip-
tionnelle des génes codant pour les
peptides natriurétiques cardiaques
ont amélioré de facon significative
les connaissances des mécanismes de
transcription spécifique du muscle
cardiaque. Deux peptides natriuré-
tiques sont synthétisés dans les car-

diomyocytes, le peptide natriurétique
de type A (ANP) et le peptide natriu-
rétique de type B (BNP). Ces pep-
tides sont sécrétés et agissent via des
récepteurs spécifiques sur plusieurs
tissus cibles pour augmenter la na-
triurése, la diurése, la vasodilatation
et possedent ainsi des effets hypoten-
seurs importants. Cette famille d’hor-
mones cardiaques a été découverte
au début des années 1980 et le pre-
mier géne, celui codant pour I’ANP,
a été cloné il y a a peine dix ans [9].
Des études récentes ont démontré
que les génes ANP et BNP sont locali-
sés a l'intérieur d’'un fragment de
moins de 50 kpb sur le chromosome
1 humain, mettant ainsi en évidence
I'existence d’un locus de peptides na-
triurétiques cardiaques. Contraire-
ment aux geénes cardiaques connus
jusque 13, I’expression des génes ANP
et BNP est restreinte aux cardiomyo-
cytes et n’est pas détectable dans le
muscle squelettique embryonnaire
ou adulte. Ces génes représentent
donc des marqueurs intéressants
pour identifier des mécanismes régu-
lateurs propres au muscle cardiaque.
Le géne BNP est exprimé de facon
constitutive dans les oreillettes et
dans les ventricules. Le clonage et
I’étude fonctionnelle de la région ré-
gulatrice du géne BNP ont révélé de
facon inattendue une organisation
structurale trés similaire a celle des
promoteurs et enhancers des génes
érythroides (m/s n°3, vol. 8, p. 255)
puisque des motifs GATA, un site
NF-E2 et une boite CACCC sont pré-
sents dans les premieres 115 pb du
promoteur cardiaque (figure 3). Cette
organisation est entiérement conser-
vée a travers plusieurs espéces in-
cluant les genes BNP humains, de
souris et de chiens. Les expériences
de mutagenése ont mis en évidence
un role crucial pour les séquences
GATA dans la transcription car-
diaque [10]. Des sites GATA ont, de-
puis, été impliqués dans I’activité car-
diaque de trois autres promoteurs,
soit le promoteur de 'ANP, de la tro-
ponine C et de 'a-MHC (myosin heavy
chain).

Si I'étude du promoteur BNP a été
des plus utiles pour élaborer un mé-
canisme d’expression basal ou consti-
tutif des genes cardiaques, I’étude du
promoteur ANP a contribué a I’éluci-
dation de mécanismes impliqués, au
cours du développement, dans le

m/s n° 3, vol. 11, mars 95



contréle spatial de I’expression géné-
tique dans le cceur. Le geéne de 'ANP
est exprimé de facon constitutive
dans les cardiomyocytes auriculaires
alors qu'il est controlé de facon liée
au développement dans le ventricu-
le ; en particulier, son expression di-
minue considérablement a partir de
la premiere semaine de vie postnata-
le et durant le stade adulte de facon
que I’expression d’ANP dans le cceur
adulte soit quasiment spécifique des
oreillettes [11]. Des expériences de
transgenese ont montré que les pre-
miéres 500 pb du promoteur humain
de 'ANP étaient suffisantes pour re-
constituer la spécificité spatio-tempo-
relle [12]. L’utilisation de cultures

primaires de cardiomyocytes auricu-
laires ou ventriculaires provenant de
rats embryonnaires ou agés de 1 a
5 jours a permis d’identifier des élé-
ments régulateurs spécifiques des dif-
férents stades du développement car-
diaque. Ainsi, un élément contenant
une boite CArG (Tableau Ill) parfaite-
ment conservée entre les promoteurs
humains et de rats est nécessaire
pour la transcription du promoteur
ANP dans des ventricules de type
adulte, alors que I’élément est inactif
dans des ventricules embryonnaires
ou provenant de rats nouveau-nés
[11]. D’autres études ont également
démontré que des éléments conte-
nant des motifs CArG contribuent a

Tableau Il

ELEMENTS REGULATEURS ET FACTEURS IMPLIQUES
DANS LA TRANSCRIPTION CARDIAQUE

Elément Séquence

Protéine
cardiaque

Promoteur

GATA A/T GATA A/G

BNP [10]
ANP [10]
MHC [19]
cTpC [18]

GATA-4[10]
GATA-5 [47]
GATA-6?

CArG CC (A/T)sGG

ANP [11]
MHC [35]
c-actine [36]
MCK [37]

MCAT CATTCCT

cTpT [38]
MHC [39]
MHC [35]

TEF-1[33] ?

MEF2 C/; T(A,TAAC

MKC (7]
MLC-2[40]

MHC [39]
ANP[11]

myoglobine [41]

MEF2A, C, D
[14, 48]

CARE GCTGGG

ANP [42]
MHC [35]
MLC1-V [43]
cTpC [44]

CATF ?

CACCC CCACCC

Myoglobine [45]

c-actine [46]
MHC [13]
cTpC [44]
BNP [10]

MNF ? [45]

Voir abréviations du Tableau |.
cTpT: troponine T cardiaque.
cTpC: troponine C cardiaque/slow.
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I’activité cardiaque des promoteurs
MCK [37] et MHC [13]. Cependant,
la ou les protéines nucléaires qui in-
teragissent avec I’élément CArG et
qui conferent la spécificité cardiaque
sont inconnues.

Dans les oreillettes et les ventricules
embryonnaires, I'activité du promo-
teur ANP dépend largement de 1’élé-
ment CARE (cardiac regulatory ele-
ment). Cet élément, parfaitement con-
servé entre les promoteurs humains
et de rats, est capable de conférer
une activation transcriptionnelle de
10 a 50 fois lorsqu’il est présent en
une a trois copies devant un promo-
teur hétérologue. Le site CARE est
présent également dans les promo-
teurs des génes MHC, MLC (myosin
light chain) et codant pour la troponi-
ne C (Tableau III). L’élément CARE
est actif dans les myocytes embryon-
naires mais son activité diminue dra-
matiquement dans des ventricules de
nouveau-nés, en accord avec le profil
d’expression du géne ANP au cours
du développement. Ainsi, I'identifica-
tion d’éléments régulateurs spéci-
fiques des différents stades de déve-
loppement cardiaque suggeére que les
mécanismes d’initiation et du main-
tien du phénotype cardiaque sont
différents.

Outre les éléments GATA, CArG et
CARE, les analyses de plusieurs pro-
moteurs cardiaques ont révélé I'im-
portance de trois autres éléments ré-
gulateurs pour la transcription dans
les cardiomyocytes, soit une séquence
riche en A et T appelée MEF2, la sé-
quence CATTCCT appelée M-CAT et
une séquence CCACC (Tableau III).

Facteurs de transcription
spécifiques
des cardiomyocytes

Contrairement au muscle squelet-
tique, ou les protéines de la famille
MyoD jouent un role clé dans I'acti-
vation du programme de transcrip-
tion et de différentiation musculaire,
les facteurs et les mécanismes molé-
culaires impliqués dans la transcrip-
tion et la différenciation cardiaque
demeurent obscurs. Plusieurs grou-
pes ont cherché a isoler 'homologue
cardiaque de MyoD mais ces efforts
ont tous été vains. Néanmoins, du-
rant les derniéres années, plusieurs
facteurs de transcription dont I'ex-
pression est, soit restreinte au muscle
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Figure 3. Représentation schématique de la structure des promoteurs car-
diaques des génes codant pour les facteurs natriurétiques de type A (ANP)
et B (BNP). Les éléments régulateurs indiqués ont été déterminés par des
analyses in vitro dans des cultures primaires de cardiomyocytes de rat.

cardiaque, soit enrichie dans les car-
diomyocytes, ont été identifiés (Ta-
bleau 1V). Cependant, mis a part les
facteurs GATA-4, MEF2D et CATF
pour lesquels des génes cibles ont été
identifiés, le role exact de ces fac-
teurs dans I'activation des génes car-
diaques est loin d’étre élucidé. Par
exemple, bien que I'inactivation du
geéne TEF-1 chez la souris conduise a
des malformations cardiaques (7Ta-
bleau I), I'expression des genes car-
diaques et, en particulier, des génes
codant pour les troponines T, C et
MHC, n’est point affectée chez ces
animaux, ce qui souléve des ques-
tions quant au role de ce facteur
dans le cceur et a I'identité du fac-
teur cardiaque qui agit via le site
MCAT. Par ailleurs, une majorité de
ces facteurs sont coexprimés dans les
muscles cardiaque et squelettique et
correspondraient donc difficilement
a des activateurs spécifiques du pro-
gramme génétique cardiaque.

CATF (cardiac ATPase containing trans-
cription factor) a été isolé par sa capa-
cité de lier I'’élément CARE du geéne
ANP. La structure primaire de CATF
révele la présence d’'un domaine de
liaison a ’ATP et de motifs hélicases
qui rappellent les transactivateurs de
levures de la famille SWI. Ces der-
niers sont, non seulement impliqués
dans I'activation de la transcription,
mais également capables d’interagir
avec la chromatine. La caractérisa-
tion préliminaire de CATF indique
que ce facteur est capable de transac-

tiver le promoteur ANP de facon spé-
cifique et que, dans le cceur adulte,
CATF est exprimé de facon prédomi-
nante dans les cardiomyocytes auri-
culaires (Durocher et al., en prépara-
tion)

Les protéines MEF2/RSRF appartien-
nent a la famille des facteurs de
transcription MADS (MCMI, aga-
mous, deficiens, serum response factor).
Le domaine MADS est un motif de
56 acides aminés qui permet la liai-
son a 'ADN et la dimérisation. Les
produits des genes MEF2 sont tres si-
milaires dans leur domaine MADS et
dans la région adjacente alors qu'’ils
divergent dans leur région carboxy-
terminale. Les génes MEF2A, MEF2B
et MEF2D sont exprimés dans une
large gamme de tissus adultes, in-
cluant le cceeur et le muscle squelet-
tique (bien que MEF2B soit particu-
lierement abondant dans les cellules
B du systtme lymphoide) alors que
I'expression de MEF2C est restreinte
au cceur, au muscle squelettique, au
cerveau et a la rate. Des expériences
d’hybridation in situ ont permis
d’établir le profil d’expression des
geénes MEF2 chez la souris au cours
du développement. Ainsi, les trans-
crits MEF2C apparaissent dans la ré-
gion cardiogénique de I'embryon au
jour 7,5 — 8 alors qu’ils ne devien-
nent détectables dans le muscle sque-
lettique qu’a partir du jour 8,5 -9, ce
qui suggere un role potentiel de la
protéine dans la transcription muscu-
laire aussi bien cardiaque que sque-
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lettique. Cependant, bien que I'ex-
pression des genes MEF2A, C, D soit
importante dans les cellules muscu-
laires au cours du développement, les
messagers sont également détectés
dans une grande quantité de tissus
embryonnaires (intestin, muscle lisse,
cerveau embryonnaire) [14]. Par
ailleurs, un seul travail pour le mo-
ment indique I'implication d’'un
membre de la famille MEF2 dans la
transcription cardiaque; il s’agit de
celui de Chambers et al. [15] qui ont
démontré que linjection de SLI,

induit D'expression du géne car-
diaque MLC2 mais non I'expression
d’autres geénes cardiaques incluant
ceux de I'c-MHC, dans les explants
d’embryons de xénope. Ces résultats
suggerent que SLI n’est pas capable
d’induire une conversion cardiogé-
nique et que MLC2 serait une cible
directe de SL1. Par analogie avec les
autres facteurs de la famille MADS, il
est probable que les protéines MEF2
interagissent avec d’autres facteurs
nucléaires. Cserjesi et al. [16] ont ré-
cemment isolé ' ADN (ADNCc) codant

I’homologue amphibien de MEF2D, pour une protéine, MHox, qui
Tableau |V
FACTEURS DE TRANSCRIPTION DANS LE CCEUR

Facteurs de Muscle Muscle Site de liaison | Génes cibles
transcription cardiaque | squelettique dans le coeur
GATA-4 [10] + - A/{GATAA/G |BNP, ANP[10]

cTpC[18]

MHC [19]

MLC1-A [20]
GATA-5 [47] + - A/GATAA/g ?
* ¥
GATA-6 [47] + - ArGATAA/g ?
* %

MEF2A [49] + + MCK ?
MEF2C [14] + + C/iT(A)sTAAC | MLC2[15]
MEF2D [50] + +
MHOX [16] + + TAATTATAACC ?
Csx/Nk2,5 [17] T +/- ? ?
TEF-1 [561] + + CATTCCT ?
MITF + - ? ?
(microphtlamie)
[52]
MLP (muscle + + ? ?
LIM protein)
[63]
Hox8 [54] + - ? ?
Hox1,11 [55] +* - ? ?
CATF + - GCTGGG ANP

* systeme de conduction.
** probable mais non démontré.
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contient un domaine homéotique.
La protéine MHox, exprimée dans
les muscles squelettique, cardiaque et
lisse, lie un site riche en A/T retrou-
vé a coté du site MEF2 du promoteur
MCK et elle pourrait probablement
interagir avec les protéines MEF2.
Un autre facteur nucléaire qui pour-
rait interagir avec les protéines MEF2
dans le cceur est la protéine
Csx/NK2.5; elle appartient a la fa-
mille des protéines homéotiques qui
sont généralement importantes pour
la segmentation et qui jouent un réle
important lors de la spécification et
le développement de plusieurs or-
ganes. L’expression du geéne Csx/
NK2.5 est plutdt restreinte aux car-
diomyocytes et les transcrits Csx/
NK2.5 apparaissent trés tot au cours
du développement embryonnaire de
la souris dans la région précardiaque,
ce qui suggérerait un role précoce
dans la formation du cceur [17].

L’implication de séquences conte-
nant un motif GATA dans la trans-
cription cardiaque était surprenante
puisque ces séquences avaient été as-
sociées jusque-la a la transcription de
genes spécifiques des cellules éry-
throides et a certains génes des lym-
phocytes T, mais non a la transcrip-
tion musculaire. Les motifs GATA,
présents sur les promoteurs éry-
throides, sont reconnus par une fa-
mille de facteurs de transcription
dont le domaine de liaison a 'ADN
est de type doigt de zinc. Les trois
membres identifiés de cette famille
avaient des distributions tissulaires
plutét restreintes aux cellules héma-
topoiétiques et absentes du muscle
cardiaque, suggérant que lactivité
GATA dans les cardiomyocytes était
due a un nouveau membre de la fa-
mille des protéines GATA. C’est ainsi
que 'ADNc codant pour la protéine
nucléaire cardiaque qui interagit
avec le site GATA a été cloné [10].
Cette protéine, GATA-4, lie spécifi-
quement le site GATA et transactive
le promoteur BNP dans les cellules
non cardiaques jusqu’a atteindre le
méme niveau d’activité que dans les
cardiomyocytes. GATA-4 lie égale-
ment les sites GATA présents dans les
promoteurs des génes ANP, MHC et
codant pour la troponine C car-
diaque et trans-active spécifiquement
ces promoteurs par cotransfection
transitoire de 'ADNc GATA-4 avec

des geénes rapporteurs [10, 18, 19]. m—
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Figure 4. Origine et voies de différenciation distinctes pour les muscles
squelettique et cardiaque. Noter la ressemblance entre les lignées cardiogé-
niques et hématopoiétiques quant a I'origine spatiale et temporelle et a I'im-
plication de facteurs GATA dans la transcription (et probablement la diffé-
renciation) cardiaque et érythrocytaire.

Ainsi, I’étude du promoteur BNP a
permis la mise en évidence dans le
muscle cardiaque, tout comme dans
la lignée hématopoiétique, d’'un mé-
canisme de transcription dépendant
des protéines GATA. Cependant, la
protéine GATA-4 est exprimée a un
niveau équivalent dans les oreillettes
et ventricules, et de facon constituti-
ve a partir du jour embryonnaire 14
et durant le développement postna-
tal. L’activité GATA ne peut donc ex-
pliquer a elle seule I’expression géné-
tique différentielle dans les oreil-
lettes et les ventricules ou durant le
développement.

Des études d’hybridation in situ ont
montré que le géne GATA-4 était
déja exprimé au jour 7 du dévelop-

‘pement embryonnaire chez la souris

avant la formation du tube car-
diaque. Ainsi, 'ontogeneése de GATA-
4 et sa capacité d’activer plusieurs
promoteurs cardiaques suggérent un
role clé dans I'activation du program-
me cardiaque et dans la différencia-
tion des cardiomyocytes. En effet,
GATA4 est capable de transactiver
plusieurs génes cardiaques (Tableau
1V) et, pour le moment, c’est le seul
facteur de transcription spécifique
des cardiomyocytes dont des génes
cibles sont clairement identifiés. Par
ailleurs, des expériences in vitro dans
les cellules pluripotentes P19 sugge-
rent que GATA-4 est nécessaire a la

différenciation de ces cellules en car-
diomyocytes, ce qui souléve la possi-
bilité que GATA-4 soit requis pour la
différenciation précoce de la lignée
cardiogénique (Grépin et al., soumis)
[20]. 11 est utile a cet égard de souli-
gner les roles importants des facteurs
GATA-1, -2 et -3 dans le développe-
ment embryonnaire de la souris et,
en particulier, les roles de GATA-1 et
-2 dans la différenciation hémato-
poiétique. En effet, I'inactivation du
gene codant pour GATA-3 cause une
mortalité  embryonnaire  précoce
[21] ; I'inactivation du gene GATA-2
est également létale au stade em-
bryonnaire par déficience de cellules
hématopoiétiques souches (m/s n° 11,
vol. 10, p. 1174) [22]. Enfin, les expé-
riences in vitro et in vivo indiquent
que GATA-1 est nécessaire a la diffé-
renciation érythrocytaire [23]. Outre
GATA-4, deux autres membres de la
famille GATA semblent étre présents
dans le cceur, GATA-5 et GATA-6.
Chez le poulet, GATA-6 est exprimé
dans le coeur embryonnaire et dimi-
nue de facon trés significative au
cours du développement; de fait,
chez I’adulte, le site majeur d’expres-
sion de GATA-b est le systeme diges-
tif, le foie et le poumon. L’expression
de GATA-5 est restreinte au coeur et
au systeme digestif. GATA-b et -6 sont
présents chez le rat, le poulet et le
xénope. Cependant, la distribution
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cellulaire de GATA-5 et -6 dans le
coeur n’est pas trés claire quoique,
chez le xénope, GATA-5 semble étre
spécifique des cellules de I’endocar-
de et non du myocarde [24]. Méme
si le role de GATA-5 et -6 dans le dé-
veloppement et la transcription reste
a établir, il est tentant de faire I'hy-
pothese que les facteurs GATA-4/5/6
agissent durant la cardiogeneése, de
facon analogue aux facteurs GATA-
1/2/3 lors de I'établissement et de la
différenciation de la voie hémato-
poiétique (figure 4).

Evidemment, I’€lucidation du réle
exact des différents facteurs GATA
dans le développement cardiaque de-
vra attendre la production de souris
transgéniques dans lesquelles chacun
de ces génes aura été inactivé. Néan-
moins, la découverte des facteurs
GATA a remis en question I'implica-
tion de facteurs de la famille MyoD
dans la différenciation cardiaque et
la similitude des voies de développe-
ment des muscles cardiaque et sque-
lettique. Méme avec les connais-
sances limitées dont on dispose pour
le moment, il semblerait que les voies
de différenciation du muscle car-
diaque ressemblent plutot a celles
des cellules hématopoiétiques. Cela
ne serait pas tout a fait surprenant,
considérant que les cellules car-
diaques et hématopoiétiques déri-
vent tres tot d’'une méme origine spa-
tiale (le mésoderme latéral, figure 4)
pour donner naissance au systeme
circulatoire primitif qui est essentiel
au développement embryonnaire.
Ainsi, les facteurs impliqués dans le
controle précoce de I'expression gé-
nétique et de la différenciation car-
diaque représentent des cibles d’in-
tervention pour modifier ou corriger
I’expression de certains génes dont la
structure et/ou la fonction sont asso-
ciées a des maladies cardiaques ll

TIRES A PART cn—————
M. Nemer.

m/s n°3, vol. 11, mars 95

Summary

The heart: a unique muscle pro-
gram for transcription and diffe-
rentiation

Death from cardiovascular diseases
remains the number one killer in
Europe and North America and
cardiac failure is, in most cases, the
direct cause of death. Understan-
ding the molecular mechanisms
that underlie cardiac function is a
prerequisite to developing thera-
peutic interventions to prevent or
correct cardiac dysfunction. Since
tissue-specific gene expression is a
key component of cellular diffe-
rentiation and organ function,
transcription factors that direct
cardiac-specific transcription may
also be regulators of cardiogenesis
and thus represent potential thera-
peutic targets. Analyses of the re-
gulatory mechanisms underlying
transcription of the two cardiac na-
triuretic peptide genes (ANP and
BNP) have led, so far, to identifica-
tion of chamber and temporal-spe-
cific transcription pathways and
the isolation of novel transcription
factors one of which, GATA-4, be-
longs to the expanding GATA fa-
mily of transcription factors that
play crucial roles in hematopoiesis.
Implications of this and other car-
diac transcription factors in ex-
pression of the cardiac muscle
gene program and in differentia-
tion of cardiac muscle cells are dis-
cussed.
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