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Biologie
du
developpement

Développement :
naissance

et controle

de U'asymétrie

L’asymétrie est une
caractéristique essentielle du
développement des organismes :
une cellule mere donne
naissance a deux cellules filles
de destins différents, les
embryons se développent selon
des axes rostro-caudal et dorso-
ventral, les organes sont
asymétriquement répartis par
rapport a un plan sagittal...
Comment différencier le
devenir des cellules adjacentes
d’un méme lignage ? Comment
reconnaitre le coté gauche du
coté droit 2 De premieres
réponses a ces énigmes ont été
apportées a la fin de U'année
1995, dont celles développées
dans Uarticle de Francois
Schweisguth et Alain Israél
(voir p. 155 de ce numéro).
Nous verrons ici les mécanismes
supplémentaires créateurs de
diversité des cellules filles, chez
les eucaryotes et les procaryotes.
L’une des conséquences de la
diversification des phénotypes
des cellules filles peut étre la
création de 'asymétrie gauche-
droite dont les manifestations et
signaux prrécoces ont été
détectés.
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Comment engendrer
la diversité cellulaire
au cours du développement ?

Un des aspects les plus intrigants des
divers systemes de développement est
la création de deux cellules diffé-
rentes a partir d’'une cellule souche
unique. Cette différence se manifeste
par I’expression de genes spécifiques
dans chacune des deux cellules [1].
Un exemple simple est celui de la
formation d’une spore multirésistan-
te par les bactéries du genre Bacillus
lorsqu’elles sont soumises a des
conditions défavorables a la croissan-
ce [2]. II a été récemment rapporté
que de telles spores, vieilles de plus
de 25millions d’années, avaient pu
étre «ressuscitées» a partir du tube
digestif d’une abeille emprisonnée
par une coulée de résine a I’époque
oligocene (m/s n°11, vol 11, p. 1615)
[3]! L’élaboration d’une forme dor-
mante aussi perfectionnée exige la
mise en ceuvre d’environ 200 génes
qui sont exprimés de facon coordon-
née au cours des 7 a 8heures que
prend le processus dans les condi-
tions du laboratoire [4]. Tout com-
mence par une division en position
polaire qui conduit a la formation de
deux cellules de tailles inégales,
contenant chacune une copie du
chromosome bactérien. La plus peti-
te (la préspore) est destinée a deve-
nir la spore et va survivre. La plus
grande (la cellule mére) va ingérer la
préspore par endocytose, puis partici-
per a la maturation de celle-ci, pour
finalement la libérer dans le milieu
extérieur par un processus d’autolyse
[5]. L’expression différentielle des
genes dans la préspore et dans la cel-
lule mere est la conséquence de la
présence de facteurs de transcription
spécifiques, les facteurs sigma, qui ne
sont actifs que dans 'une des deux
cellules. Si les diverses régulations co-
ordonnant lactivation des geénes

dans la préspore et dans la cellule
mere lors de la phase tardive du pro-
cessus sont maintenant assez bien
comprises, il restait une «boite
noire» majeure, celle des méca-
nismes assurant 1’établissement de la
différenciation, c’est-a-dire 1'appari-
tion de facteurs sigma spécifiques
aussitot apres la division polaire [2].
Des résultats récents ont permis d’ap-
porter des éléments de réponse a cet-
te question.

L’activation du premier facteur de
transcription dans la préspore

La synthése d’un septum en position
polaire s’accompagne rapidement de
l'activation du facteur 0" dans la pré-
spore [6]. Celui-ci est synthétisé avant
division en méme temps que deux
protéines  régulatrices,  SpollAA
(117acides aminés) et SpolIAB (146
acides aminés). Les données géné-
tiques indiquaient que SpolIAB est un
antagoniste de 0" (I'inactivation du
geéne spollAB conduit a une suractivité
de 0), tandis que SpolIAA est un an-
tagoniste de SpolIAB (I'inactivation
du géne spollAA élimine Dactivité O,
sauf si spolIAB est lui aussi inactivé)
[7]. Des approches biochimiques me-
nées en paralléle par les groupes de
M. Yudkin (Oxford, Grande-Bre-
tagne) et R. Losick (Cambridge, MA,
USA) ont ensuite démontré que
SpolIAB est capable de se lier in vitro,
soita 0" ('empéchant ainsi d’interagir
avec DI’ARN polymérase), soit a
SpolIAA (perdant ainsi la capacité de
séquestrer 0F). L’activation de oF dans
la préspore semblait donc découler de
Iinteraction alternative de SpolIAB
avec OF ou SpollAA [8-11]. 1l restait a
comprendre la nature du signal indui-
sant ce changement de partenaire.
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Il a en outre été observé que SpolIAB
posséde une activité de protéine ki-
nase qui lui permet, in vitro, de phos-
phoryler SpollAA sur le résidu Séri-
ne 58 [9]. La forme phosphorylée de
SpolIAA n’est pas capable d’interagir
avec SpollAB [10, 11]. Cela a
conduit a deux types de modeéles:
soit il existe un pool de molécules
SpolIAA non phosphorylées, ca-
pables de libérer 0" de SpolIAB dans
la préspore, soit un mécanisme enco-
re inconnu permet de regénérer des
molécules SpolIAA non phosphory-
lées dans la préspore, par néosynthe-
se ou par déphosphorylation [11].

La recherche de la nature du signal
impliqué dans la levée de I'inhibition
de 0" a mis en évidence le role du
produit du locus spollE. Des muta-
tions nulles dans ce locus empéchent
I’activation de of, sauf dans le cas des
mutants du géne spolIAB qui présen-
tent une activit€ OF constitutive (ce
qui entrave la formation du septum
polaire et bloque ainsi la sporula-
tion) [6]. Le géne spollE est exprimé
apres 'entrée en phase stationnaire
et avant la division polaire. Il code
pour une protéine de 827 acides ami-

nés, contenant une dizaine de seg-
ments transmembranaires. Le role de
SpollE dans l'activation de OF vient
d’étre €lucidé par une approche in
vitro qui a été rendue possible, d'une
part, par la purification d’'une forme
tronquée et soluble de SpollE,
d’autre part, par la préparation in vi-
tro de la forme de SpolIAA phospho-
rylée par SpolIAB [12]. Il est apparu
que SpollE est capable de déphos-
phoryler SpolIAA~P (c’est-a-dire la
forme phosphorylée de SpollAA) et
de contrebalancer I'effet inhibiteur
de SpollAB sur la transcription par
I'ARN polymérase associée a o'. La
reconnaissance de SpollAA~P par
SpollE est tres spécifique puisqu’elle
est abolie par le remplacement du ré-
sidu Ser58 par un résidu Thr (qui
reste une cible de la phosphorylation
in vitro par SpolIAB). La séquence de
SpollE est apparentée a celle
d’autres protéines bactériennes aux
fonctions mal connues mais elle ne
présente pas de similitude flagrante
avec d’autres phosphatases.

La découverte de la fonction phos-
phatase de SpollE ne résout cepen-
dant pas la question de lactivation

Figure 1. Activation de of dans la
préspore. La formation d’un septum
en position polaire divise la bactérie
en deux cellules de taille inégale
(cette différence est encore plus ac-
centuée que sur la figure). La protéi-
ne SpollE est ancrée dans la mem-
brane (région en gris), sur les deux
faces du septum, sa partie soluble
(symbolisée par les globules rouges)
étant orientée vers le cytoplasme. La
déphosphorylation de SpollAA~P par
SpollE se fait efficacement dans la
préspore (partie gauche de la figure),
mais peu ou pas dans la cellule mére
(partie droite de la figure). Les molé-
cules de SpollAA non phosphorylées
sont capables de déplacer SpollAB
de son complexe avec o et de libé-
rer ce facteur de transcription spécifi-
quement dans la préspore.

de of seulement dans la préspore.
Puisque la protéine SpollE est syn-
thétisée avant septation elle pourrait
étre ségrégée de facon uniforme
dans les deux cellules. Pour analyser
ce point la localisation sub-cellulaire
de SpollE a été examinée par micros-
copie de fluorescence en utilisant des
anticorps polyclonaux dirigés contre
la partie soluble de SpollE et un an-
ticorps secondaire couplé a un radi-
cal fluorescent [13]. Ces travaux ont
démontré que la protéine SpollE est
ciblée aux deux régions proches des
poles de la cellule qui peuvent deve-
nir le lieu d’assemblage du septum,
pour finalement s’accumuler quasi-
ment exclusivement dans le septum
naissant. Ces données ont été com-
plétées et confirmées par I'emploi
d’une protéine hybride dans laquelle
SpollE est greffée a la GFP, une pro-
téine douée d’autofluorescence qui
permet de travailler sur des cellules
vivantes. Il existe donc dans la protéi-
ne SpollE un motif lui permettant de
s’incorporer spécifiquement dans la
membrane du septum en cours de
formation. Une telle localisation a
pour conséquence de concentrer les
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molécules de SpollE sur une surface
limitée de la cellule (figure I). Bien
que les quantités de SpollE soient
sans doute les mémes dans les deux
cellules (sauf a imaginer que SpollE
puisse s’intégrer sur une seule face
du septum) il reste que sa concentra-
tion par rapport a son substrat
(SpolIAA~P) est beaucoup plus gran-
de dans la préspore (environ 7 fois,
en tenant compte des différences de
volume des cytoplasmes des deux cel-
lules). Peut-étre ce parametre joue-t-
il un role crucial, tel que I'association
de SpollE avec le septum suffise a dé-
clencher I'apparition d’une quantité
suffisante de molécules de déphos-
pho-SpolIAA seulement dans la pré-
spore. Mais on ne peut exclure pour
Iinstant qu’il existe d’autres niveaux
de régulation faisant dépendre I'acti-
vité phosphatase de SpollE d’un si-
gnal (de nature métabolique, par
exemple) engendré seulement dans
la préspore [10].

Comment la préspore induit la diffé-
renciation de la cellule mere

Le programme de différenciation de
la cellule mere est déclenché par le
facteur de transcription o® [14]. Ce-
lui-ci est synthétisé avant septation
sous la forme d’un précurseur inac-
tif, pro-0%, contenant une proséquen-
ce de 27 acides aminés. L’enzyme qui
catalyse la maturation de pro-o* est
une enzyme membranaire, le produit
du gene spollGA qui est cotranscrit
avec le géne codant pour pro-o*
[15]. Puisque O n’est actif que dans
la cellule mere, il est admis (bien que
non démontré) que sa maturation
n’a lieu que dans celle-ci. On savait
que toutes les mutations bloquant
I'activation de oF empéchaient égale-
ment I’apparition de 0" sous sa forme
mure, y compris des mutations ponc-
tuelles dans la partie de 0" impliquée
dans la reconnaissance des promo-
teurs [16]. Il était donc vraisemblable
que OF activait un (ou des) gene(s)
dont le produit, synthétisé dans la
préspore, était capable d’activer la
maturase SpolIGA dans la cellule
meére. Aucune mutation ne permet-
tait de définir ce gene.

Celui-ci vient d’étre cloné simultané-
ment par deux équipes, selon deux
approches totalement différentes.
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Figure 2. Activation de of dans la cel-
lule mére en réponse a o dans la
préspore. L’apparition de d" sous for-
me active dans la préspore (partie
gauche de la figure) conduit a la
transcription du géne spollR. Son
produit, la protéine SpollR (en rose)
est capable de traverser la membra-
ne (région en gris) grace a sa sé-
quence signal. La présence de pepti-
doglycane dans l'espace intraseptal
(région en gris clair) n’est pas un
obstacle a I'action de SpollR sur la
protéase SpollGA ancrée dans la
membrane de la cellule mére. Cette
interaction conduit & la maturation
de pro-af en of spécifiquement dans
la cellule mére (partie droite de la fi-
gure). L’action éventuelle de SpollR
sur les molécules de SpollGA pré-
sentes dans la membrane de la pré-
spore reste matiéere a spéculation.

Dans un cas, il s’agissait d’identifier,
aprés mutageneése chimique, des
clones ayant perdu l’activité OF mais
ayant conservé l’activité OF (repérés
sur milieux indicateurs adéquats via
Iexpression d’une fusion avec le
gene lacZ ou le géne gus). Les muta-
tions ainsi obtenues ont ensuite été
cartographiées sur le chromosome et
le locus affecté a été caractérisé au
sein d’'une région du génome de
B. subtilis soumise au séquencage sys-
tématique [17]. Dans I'autre cas, une
banque plasmidique de séquences de
B. subtilis sous la forme de génes de
fusion avec le gene marqueur lacZ,
codant pour la B-galactosidase, a été
introduite dans une souche de B. sub-
tilis dont le géne spollE est activé en
présence de xylose. Le xylose active
donc la synthése de la phosphatase
SpollE, ce qui conduit a 'activation
de 0" et des génes qu’il controle. Les

séquences de B. subtilis transfectées
s’intégrent par recombinaison homo-
logue dans les génes chromoso-
miques correspondants, placant le
gene lacZ sous le controle de leurs ré-
gions régulatrices. Le crible consistait
donc a détecter des clones synthéti-
sant la B-galactosidase sous le contro-
le du xylose, permettant de détecter
les loci sous le controle de o*. Ceux-ci
ont été inactivés par génétique inver-
se et I'un d’eux, spollR, s’est avéré
avoir toutes les caractéristiques atten-
dues d’un locus impliqué dans la si-
gnalisation entre 0 et 0%. Son inacti-
vation bloque la maturation de
pro-o%, tandis que son expression hé-
térochronique (sous le controle d’un
promoteur soumis a un autre type de
régulation temporelle) suffit a activer
spollGA et a déclencher I'apparition
de la forme active de o* [18]. La pro-
téine SpollR est le seul produit syn-
thétisé dans la préspore sous le
controle de 0" qui soit nécessaire a la
maturation de oF.

La séquence de SpollR indique la
présence d’une séquence signal per-
mettant a la protéine d’étre exportée
a travers la membrane de la préspo-
re. Effectivement, il a été possible de
trouver dans le surnageant de cel-
lules de B. subtilis exprimant le geéne
spolIR une activité capable d’induire
in vitro la maturation de pro-o* apres
incubation avec des protoplastes fa-
briqués a partir de cellules de B. sub-
tilis en croissance exponentielle pro-
duisant SpolIGA et pro-c* [19]. Ces
résultats suggerent fortement que la
protéine SpollR sort de la préspore
et interagit avec la protéase SpollIGA
insérée dans la membrane de la cel-
lule mere. Il est vraisemblable que
cette interaction est optimale dans
I’espace intraseptal ou les deux cel-
lules sont en contact étroit (figure 2).
On ne peut encore exclure qu’il exis-
te certains intermédiaires entre
SpolIR et SpollIGA qui soient pré-
sents dans les cellules en croissance
exponentielle et qui correspon-
draient a des protéines produites de
facon constitutive.

Il reste a comprendre comment le si-
gnal engendré par SpollR (et dont la
nature biochimique est encore in-
connue) n’agit que sur les molécules
de SpolIGA présentes dans la mem-
brane de la cellule meére. Il est crucial

201



que cette signalisation soit direction-
nelle, puisqu’elle doit permettre I’ap-
parition de O uniquement dans la
cellule meére. Quel que soit ce méca-
nisme (par exemple I'apparition
dans la préspore, sous le contréle de
0%, d’'un antagoniste de SpolIGA ou
de o) [16], la découverte de SpolIR
permet maintenant de comprendre
comment la différenciation de la pe-
tite cellule en préspore (sous I’action
du facteur de transcription 0F) peut
induire dans la grande cellule voisine
sa différenciation en cellule mere
(par I'apparition du facteur de trans-
cription 0%). Cette communication
intercellulaire a un stade trés préco-
ce du développement peut se révéler
un paradigme pour d’autres systémes
plus évolués de différenciation ®
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