mssssem le complément,

1270

VS voveues

médecine/sciences 1993 ; 9: 1270-2

La transgénese aide la glycobiologie
Réle de la sélectine P

Les interactions entre cellules met-
tent en jeu divers types de molé-
cules: les molécules d’adhérence
de la superfamille des immunoglo-
bulines, des intégrines, des lecti-
nes, et leurs ligands [1]. Parmi ces
lectines, trois d’entre elles ont été
clonées et sont connues sous le
nom de sélectines [2]. Ce sont :
- la sélectine L ou LECCAM-1 ou
LECAM-1, exprimée sur les poly-
nucléaires neutrophiles, les
monocytes et divers lymphocytes,
reconnue par I'anticorps MEL-14;
- la sélectine E ou LECCAM-2, ou
LECAM-2 ou ELLAM, exprimée a la
surface des cellules endothéliales,
4 heures environ apreés I’activation
par des agents inflammatoires (tels
que l’interleukine 1 ou le tumor
necrosis factor) et impliquée dans
I’adhérence des monocytes et des
polynucléaires neutrophiles sur les
cellules endothéliales activées;

- la sélectine P, ou GMP140 (pro-
téine membranaire des granules,
de Mr 140 000) ou PADGEM (pla-
telet activation dependent granule exter-
nal membrane protein) ou encore
CD62, exprimée sur les cellules
endothéliales activées et sur les
plaquettes activées, stockée dans
les granules de cellules endothélia-
les appelés corps de Weibel-Palade
et dans les granules o des plaquet-
tes et apparaissant en surface quel-
ques minutes aprés action d’ago-
nistes tels que la thrombine, des
ionophores du calcium, etc.

Les trois sélectines sont construi-
tes selon le méme schéma structu-
ral : un domaine N-terminal corres-
pondant au peptide signal, un
domaine lectine reconnaissant un
glycane, un domaine homologue
du facteur de croissance de I’épi-
derme (EGF), plusieurs domaines
homologues d’'une protéine fixant
un domaine

hydrophobe correspondant a la
séquence transmembranaire et un
domaine C-terminal situé dans le
cytosol.

Pour la sélectine P, le peptide
signal contient 41 acides aminés ;
le domaine lectine: 118 acides
aminés ; le domaine EGF : 40 aci-
des aminés ; neuf domaines homo-
logues d’une protéine fixant le
complément: environ 62 acides
aminés chacun ; le domaine trans-
membranaire : 24 acides aminés;
et le domaine cytosolique : 35 aci-
des aminés [3].

Le role des sélectines dans ’adhé-
rence des leucocytes a des cellu-
les endothéliales a été déduit
d’expériences utilisant soit des
anticorps dirigés contre ’'une ou
I’autre des sélectines, soit des sélec-
tines purifiées ou des chiméres
sélectine-IgG [4]. Le role attribué
aux sélectines est une interaction
précoce entre leucocytes et cellu-
les endothéliales activées, interac-
tion qui a pour effet de ralentir les
leucocytes du sang circulant en les
amenant a rouler sur la paroi des
vaisseaux tapissés de cellules endo-
théliales. (Pour la mise en évi-
dence du roulement, voir [5].)
Le travail de Mayadas et al. de Bos-
ton et Cambridge (MA, USA) [6]
apporte une remarquable confir-
mation du role de la sélectine P,
en démontrant que les souris
transgéniques, déficitaires en cette
lectine, ont un niveau élevé de
polynucléaires neutrophiles circu-
lants et un recrutement tardif
(deux heures de décalage) des
polynucléaires neutrophiles au
point d’inflammation. Les auteurs
ont établi une lignée de souris
déficitaires en sélectine P en utili-
sant les méthodes de recombinai-
son homologue [7] dans les cellu-
les souches embryonnaires (ES).

Les geénes des trois sélectines sont
rassemblés dans un segment de
300 kb du chromosome 1 humain
et murin. Afin de ne pas invalider*
les génes des deux autres sélecti-
nes, les auteurs ont utilisé un
clone génomique contenant I’exon
3 et ’exon 4 de la sélectine P de
souris pour construire un vecteur
de remplacement. L’exon 3 code
pour les 10 derniers acides aminés
du peptide signal et les 116 acides
aminés du domaine de reconnais-
sance des glycoconjugués, I'exon 4
comprend le domaine homologue
du facteur de croissance de
I’épiderme.

Dans le vecteur de remplacement,
une séquence comprenant 62 pai-
res de bases de I'intron précédant
I’exon 3 et 111 paires de bases de
I’exon 3 est remplacée par une
cassette d’expression du géne de
résistance a la néomycine placée
en position de transcription oppo-
sée par rapport a la sélectine P.
En outre, le vecteur contient aux
deux extrémités une cassette
d’expression d’une thymidine
kinase virale (herpes simplex virus).
Les cellules souches embryonnaires
D3ES (dérivant de la lignée 129
Sv) ont été transfectées. Trois clo-
nes indépendants (sur 184 testés)
possedent I’allele P correctement
muté. Les clones ont été cultivés
puis micro-injectés dans les blas-
tocystes de souris C57BL/6] pour
préparer des souris chimeéres.
Les souris homozygotes sont obte-
nues par intercroisement avec une
fréquence (28 %) proche de la fré-
quence attendue selon les lois de
Mendel (25 %) ; elles sont en
bonne santé, et ont une longévité
normale. Ces souris, méme apres
traitement aux lipopolysaccharides
bactériens, qui, chez les souris nor-
males, induit une forte expression

m/s n° 11 vol. 9, novembre 93



de la sélectine P, sont dépourvues
de 'ARN messager correspondant
a cette protéine. En revanche,
I’ARN messager codant pour la
sélectine E est aussi abondant que
chez les souris normales. Les pla-
quettes activées des souris transgé-
niques sont totalement dépourvues
de sélectine P, mais expriment le
facteur de von Willebrand. Les cel-
lules endothéliales du poumon des
souris transgéniques n’expriment
pas la sélectine P, mais expriment
elles aussi le facteur de von Wil-
lebrand. Les lymphocytes des sou-
ris transgéniques expriment la
sélectine L au méme niveau que
ceux des souris normales.
L’invalidation* du géne de la
sélectine P ne touche donc aucun
des autres génes étudiés, et en par-
ticulier ne modifie pas I’expression
des sélectines E et L dont les
génes sont voisins de celui de la
sélectine P.

Les souris transgéniques ont un
nombre de plaquettes normal
(980 000/ul), un nombre de leu-
cocytes également normal
(2800/ul), mais cependant un
nombre de polynucléaires neutro-
philes (200/ul) deux a quatre fois
plus élevé que celui des souris
normales.

L’observation des veinules du
mésentére au microscope montre
que, dans le cas des souris norma-
les, le nombre de leucocytes rou-
lant sur le tapis de cellules endo-
théliales est d’environ 10/min
avant stimulation, et environ
25/min apreés stimulation par un
ionophore du calcium; en revan-
che, dans le cas des souris trans-
géniques, la fréquence de leucocy-
tes roulants est nulle ou presque.
Le nombre de polynucléaires neu-
trophiles, attirés dans le péritoine
par administration de thioglycolate,
reste insignifiant pendant les deux
premiéres heures suivant l'injec-
tion du stimulant dans le cas des
souris transgéniques, alors que
dans le cas des souris normales,
quelque 3 000000 de polynucléai-
res neutrophiles sont attirés dans
ce délai. Aprés quatre heures, le
nombre de polynucléaires neutro-
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philes est environ deux fois plus
faible chez les souris mutées que
chez les souris normales.

Les souris déficientes en sélectine
P ont donc une durée de vie com-
parable a celle des souris norma-
les, restent en bonne santé pour
au moins 12 mois, ont un nombre
de neutrophiles circulants élevés,
et présentent un recrutement
retardé des polynucléaires neutro-
philes au point d’inflammation.
En conclusion, grace aux souris
transgéniques obtenues par
invalidation* sélective du géne de
la sélectine P, on peut dire qu’il
est maintenant clairement démon-
tré que la sélectine P joue un role
clé dans la circulation des neutro-
philes, dans I’étape précise de
I’extravasion (le roulement des
neutrophiles sur le tapis des cel-
lules endothéliales activées des vais-
seaux sanguins) et le recrutement
des polynucléaires neutrophiles au
point d’inflammation.
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place du terme américain knock out.
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HEN Clonage d’un géne impliqué
dans la pénétration du bacille de
Koch dans les cellules. L’agent de
la tuberculose, le bacille de Koch
(Mycobacterium tuberculosis), est capa-
ble d’envahir les cellules, principa-
lement les macrophages, et d’y sur-
vivre sans étre détruit par les diffé-
rents systtmes bactéricides intra-
cellulaires. La recrudescence actuelle
de la tuberculose a travers le
monde, avec apparition de formes
multirésistantes aux antibiotiques
antituberculeux utilisés aujourd’hui,
a suscité une reviviscence énergique
des recherches consacrées a Mycobac-
terium tuberculosis. Une équipe amé-
ricaine de New York [1] vient
d’obtenir un résultat important. Des
fragments d’ADN de M. tuberculosis
ont été insérés au hasard dans Esche-
richia coli. L'un des clones ainsi
obtenu s’est révélé capable d’enva-
hir des cellules humaines en culture,
les cellules Hela. Le fragment ainsi
cloné mesure 1535 paires de bases
et il peut étre divisé en deux
régions, I'une de 850 bases qui sem-
ble impliquée dans la propriété de
pénétration intracellulaire alors que
les 695 bases restantes joueraient
plut6t un roéle dans la protection de
la bactérie intracellulaire contre sa
destruction a l'intérieur des lysoso-
mes. Le fragment de 1535 paires de
bases comporte une séquence
ouverte de lecture qui n’a que des
similitudes lointaines avec d’autres
protéines bactériennes, par exemple
avec l'invasine de Yersinia pseudo-
tuberculosis et d’autres protéines éga-
lement associées a I'invasivité. Cette
séquence pourrait coder pour un
polypeptide de 52 kDa synthétisé
par les E. coli recombinés et cessant
d’étre synthétisé lorsque le fragment
d’ADN de M. tuberculosis a été muté
par l'introduction d’un décalage de
phase de lecture de 2 nucléotides.
Il n’est, malheureusement, pas
encore possible de vérifier que
I'inactivation de ce géne dans M.
tuberculosis en réduit la virulence:
C’est qu’on ne sait pas encore trans-
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des mutations dirigées de son
génome. Il n’empéche que ce résul-
tat constitue un premier acces a des
séquences du bacille tuberculeux
impliquées dans leur virulence.
[1. Arruda S, et al. Science 1993 ;
261 : 1454-7].

HER Le role de la terminal transfe-
rase dans Pexpression du répertoire
de TcR (T cell receptor). Dans une
bréve trés récente (m/s n° 10, vol. 9,
p. 1127), nous avons rapporté qu’en
I’absence de terminal deoxynucleotidyl
transferase, le réarrangement des seg-
ments codant pour les récepteurs
des lymphocytes T était biaisé avec
sur-représentation des événements
associant des segments partiellement
homologues. Cela a été montré
grace a d’ingénieuses expériences de
transfection dans des fibroblastes;
cependant, I'addition a ces fibroblas-
tes d’un vecteur d’expression com-
mandant la synthése de la terminal
transferase permettait de considéra-
blement diminuer ce biais, probable-
ment en masquant les homologies
entre les extrémités des segments a
réarranger par addition aléatoire de
nucléotides en 3’. Cette addition
forme les régions N, facteur de
diversité supplémentaire. Deux labo-
ratoires, l'un de Boston (MA,
USA) [1] et l'autre de Strasbourg
(France) [2] confirment maintenant
compléetement ces expériences par
la technique du knock-out de geénes
par recombinaison homologue. Dans
les deux cas, le géne codant pour la
terminal transferase a été inactivé.
D.Komori et al. [1] ont injecté des
cellules souches embryonnaires ES
homozygotes pour la mutation inser-
tionnelle du gene de la terminal
transferase dans des blastocystes issus
d’une souris rendue, également par
recombinaison homologue, défi-
ciente en l'activité RAG-2. RAG-1 et
RAG-2 sont des genes indispensables
a la recombinaison normale des seg-
ments formant les récepteurs des
lymphocytes T et les immunoglobu-

messsssm lines. Par conséquent, les souris
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RAG-27- sont incapables de réar-
ranger leurs génes codant pour le
TcR et les seuls lymphocytes mirs
obtenus chez les animaux chimeres
sont issus des cellules ES TdT-/-
(déficientes en terminal deoxynucleo-
tidyl transferase), RAG-2*/*. L’appro-
che de S. Gilfillan, du laboratoire de
Diane Mathis et Christophe Benoit
(LGME, Strasbourg, France) [2] a,
plus classiquement, consisté en la
production de souris adultes TdT~/~
dont le phénotype et le développe-
ment sont rigoureusement normaux,
de méme que I’aptitude a répondre
a une stimulation antigénique des
systemes lymphocytaires B aussi bien
que T. Les résultats publiés dans les
deux articles sont tout a fait conver-
gents: le déficit en terminal transfe-
rase n’empéche pas du tout un réar-
rangement productif des segments
de génes TcR. Cependant, ces génes
réarrangés sont totalement, ou pres-
que totalement, dépourvus de
région N. De plus, la séquence des
genes réarrangés fait apparaitre un
biais trés important en faveur de la
recombinaison de segments présen-
tant des homologies au niveau de
leurs extrémités. La terminal transfe-
rase est donc un élément essentiel
de la recombinaison des génes TcR,
augmentant la diversité par la pro-
duction des régionsN, et évitant un
biais trop important di a la recom-
binaison préférentielle entre des seg-
ments homologues.

[1. Komori T, et al. Science 1993 ;
261 : 1171-5.]

[2. Gilfillan S, et al. Science 1993 ;
261: 1175-8.]

HEE L’impact des isoformes de la
lipoprotéine (a) dans P’athérosclé-
rose et la thrombose. Un taux élevé
de Lp(a) est considéré comme un
facteur majeur et indépendant de
risque cardiovasculaire. La Lp(a) se
singularise des LDL par la présence
d’une apolipoprotéine particuliere,
I’Apo(a), qui possede une forte
homologie structurale avec le plas-
minogene. Des études récentes [1,
2] portant, d’une part, sur des plas-

mas riches en Lp(a) et, d’autre part,
sur une forme d’Apo(a) obtenue
par technologie recombinante, ont
permis de mettre en évidence une
corrélation entre la liaison de la
Lp(a) a la fibrine et une diminution
de T'activité fibrinolytique, facteur de
risque de thrombose. Ces résultats
s’expliquent clairement par un phé-
noméne de compétition entre le
plasminogene et la Lp(a) au cours
de la fibrinolyse. Cela constitue la
base biochimique du role possible
de cette particule dans le dévelop-
pement des processus d’athérosclé-
rose et de thrombose. Cependant,
I’existence d’une diversité fonction-
nelle de la Lp(a) a été évoquée au
vu des résultats obtenus avec des
plasmas riches en Lp(a) mais sans
aucun effet sur la fibrinolyse.
L’équipe d’E. Anglés-Cano vient de
démontrer qu’en effet il existe une
hétérogénéité fonctionnelle entre les
isoformes de Lp(a) dans la compé-
tition vis-a-vis du plasminogéne pour
la liaison a la fibrine [3]. Ces
auteurs ont également démontré
que cette hétérogénéité fonction-
nelle est associée a 1I’hétérogénéité
structurale bien connue de I'’Apo(a).
Le nombre variable de structures
modulaires qui composent 1’Apo(a),
les domaines kringle homologues au
kringle 4 du plasminogene, définis-
sent la taille des isoformes et leur
comportement fonctionnel : les iso-
formes de faible masse moléculaire
semblent avoir I'effet le plus pro-
noncé sur la fibrinolyse. Cet effet est
étroitement lié a I’affinité des diffé-
rentes isoformes d’Apo(a) pour la
fibrine et est directement propor-
tionnel a la quantité de Lp(a) liée.
Désormais, en plus de I'effet quan-
titatif, un effet qualitatif important
lié aux isoformes d’Apo(a) doit étre
considéré dans le role athérogene et
thrombogéne de la Lp(a).

(1. Rouy D, et al. Arterioscler Thromb
1991; 11: 629-38.]

[2. Rouy D, et al. Biochemistry 1992 ;
31: 6333-9.]

[3. Hervio L, et al. Blood 1993 ; 82:
392-7.]
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