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Inactivation du gene de la neurofibromatose (NF1)

La neurofibromatose de type 1
(NFI) est une maladie autosomique
dominante atteignant environ 1 per-
sonne sur 3 500. Elle se manifeste
avant tout par des neurofibromes et
des taches cutanées café au lait. Il
existe cependant un risque de
tumeurs malignes incluant gliomes,
neurosarcomes, phéochromocytomes
et leucémies myéloides. Son gene
siege en 17ql1.2 et la protéine, dite
« neurofibromine », longue de 2 818
acides aminés, est un membre de la
famille GAP (GTPase activating pro-
teins) des protéines régulatrices Ras.
Le géne a été cloné en 1990 (m/s
n°8, vol. 6, p. 816). 1l est considéré
comme un suppresseur de tumeurs.

Pour aider a comprendre le méca-
nisme de fonctionnement d’un tel
gene, un modele animal était haute-
ment souhaitable. Deux équipes
américaines, celle de Brannan et
al.[1] (Frederick, MD, New Haven,
CT et Cincinnati, OH) et celle de
Jacks et al. [2] (Boston, MA), en ont
entrepris la réalisation. Ils ont utilisé
la méthode désormais classique
d’invalidation, insérant une cassette
neo dans un gene de cellules
embryonnaires, ES, puis plagant ces
cellules dans des blastocystes pour
obtenir des souris hétérozygotes et,
enfin, par croisement, des homozy-
gotes.

Dans les deux groupes, les animaux
homozygotes ne sont pas viables. Ils
meurent entre les jours 12 et 14 de
la vie embryonnaire. La principale
anomalie est cardiaque, les deux
gros vaisseaux se branchant sur le
seul ventricule droit. Une telle
observation était inattendue, car les
atteintes cardiaques ne font pas par-
tie du tableau habituel de la NF1
humaine. Par ailleurs, un seul des
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chez la souris

deux groupes [1] a observé d’autres
anomalies, telles qu’un retard géné-
ral de développement et une hyper-
trophie des ganglions sympathiques
dérivés de la créte neurale. Les ani-
maux hétérozygotes ont été particu-
lierement étudiés par Jacks et al. [2],
pendant 27 mois ; pour ceux de
Brannan et al. [1], aucune anomalie
n’était perceptible a 10 mois. Tout
d’abord, manquaient les deux prin-
cipaux symptomes de la maladie
humaine, neurofibromes et troubles
de la pigmentation cutanée. Il ne
s’agit donc pas d’'un modéle idéal de
la NF1 humaine. En revanche, et en
accord avec I'hypothése d'un sup-
presseur de tumeur, le taux et la
vitesse d’apparition de tumeurs
malignes sont accrus. Dans
I’ensemble, ces tumeurs sont les
mémes que celles qui atteignent les
souris normales, mais plus tard pour
ces derniéres, la mutation semblant
accélérer le développement des
tumeurs auxquelles les souris sont
susceptibles. Cependant une fré-
quence relative d’affections malignes,
connues dans la NFI, se manifeste
sous forme de phéochromocytomes
(rares chez la souris normale) et de
leucémies myéloides. Deux autres
aspects de ce travail peuvent étre
soulignés. Les auteurs ont voulu
mettre a I’épreuve le modeéle a deux
coups de Knudson, et donc chercher
la présence ou I'absence de I'allele
normal de neurofibromine dans les
tumeurs : la moitié environ des tissus
testés (mais la totalité des huit phéo-
chromocytomes et des sept leucé-
mies myéloides) avaient perdu I'alle-
le normal, reconnaissable en
Southern blot. 11 n’a pas été controlé
si, lorsque I'alléle normal était pré-
sent, il avait pu subir une mutation.

L’autre discussion intéressante porte
sur la nature de la mutation expéri-
mentale. Dans I'article de Brannan
et al., le messager n’était présent
qu’a I'état de traces. Au contraire,
dans celui de Jacks et al., le transcrit
muté est en quantité normale et le
messager apparait stable. Il est
reconnaissable car de taille plus
grande. La raison de cette contradic-
tion n’est pas immédiatement appa-
rente, car l'intégration du géne neo
se fait dans le méme exon dans les
deux séries d’expériences. Aucune
trace de protéine neurofibromine
n’a pu étre détectée chez les homo-
zygotes par immunologie, avec des
anticorps dirigés contre des épitopes
différents, et chez les hétérozygotes
on trouve la moitié de la dose nor-
male. On peut donc considérer le
mutant comme nul.

Les souris hétérozygotes ne consti-
tuent donc pas un modele satisfai-
sant de NFI ; on peut néanmoins en
tirer une conclusion intéressante, la
confirmation du réle de suppresseur
de tumeur de la neurofibromine. Il
n’est, par ailleurs, pas nouveau que
I'invalidation de génes murins ne
reproduise pas correctement, ou
méme pas du tout, le tableau de la
maladie humaine provoquée par
une lésion moléculaire analogue. De
fait, le meilleur modele clinique de
NF1 chez la souris a été obtenu par
une lignée transgénique portant le
gene HTLV-I-tat [3]. 1l serait intéres-
sant de croiser cette lignée avec celle
déficiente en neurofibromine.

Un mystere a élucider est celui des
lésions cardiaques des homozygotes
déficients. Il existe dans la créte neu-
rale des oiseaux des cellules qui
contribuent a la formation des gros
vaisseaux du cceur [4] ; chez la sou-
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ris, on observe une forte élévation
de la neurofibromine vers 12 jours
[5] ; enfin, une forme de NFI
humaine, dite « de Watson », com-
porte une anomalie cardiaque sous
forme d’une sténose de la valvule
pulmonaire [6]. L’observation d’une
malformation cardiaque chez des
souris homozygotes pour I'absence
de neurofibromine met donc bien
en évidence les relations entre créte
neurale et développement des vais-
seaux cardiaques.

Ces résultats posent encore la ques-

tion de savoir si une NF1 humaine
homozygote serait viable. Nous
n‘avons pas connaissance de la des-
cription de tels cas.
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EEE Quand l'image est malade...
et le malade bien portant, il y a pro-
bléme ! Le raffinement des tech-
niques d’imagerie, notamment par
résonance magnétique nucléaire,
permet des avancées considérables
dans le diagnostic de nombreuses
affections neurologiques. Il existe
toutefois, et tous les radiologues le
savent, une variabilité biologique et
une tolérance individuelle dont
I'étendue est souvent surprenante.
L’image en elle-méme n’est donc
qu’un élément qu'il faut dans la
plupart des cas confronter soigneu-
sement a la clinique pour tirer des
conclusions. Las! méme la plus
belle association anatomo-clinique
peut étre trompeuse comme le sug-
gére une étude coordonnée par
Michael Brant-Zawadski (Newport,
Californie USA) sur I'IRM de la
colonne vertébrale chez des indivi-
dus ne présentant pas de
lombalgie [1]. Sur 98 sujets, sains
cliniquement, 62 présentaient des
anomalies radiologiques soit prés
de deux sur trois ! Sachant que des
douleurs lombaires plus ou moins
séveres font partie des plaintes de
plus d’un adulte sur deux, il est évi-
dent que I'on retrouve dans la plu-
part des cas une remarquable cohé-
rence anatomo-clinique lorsque
I'on pratique les examens chez les
patients cliniquement atteints... ne
serait-ce que dans deux tiers des
cas ! Le probléme est que cette
cohérence peut n’étre qu’'apparen-
te, associant fortuitement une

image radiologique de lésion chro-
nique parfaitement tolérée et un
symptome clinique peut-étre da a
une autre atteinte. Sachant que
I'effet d’annonce peut en lui-méme
étre considérable sur les consé-
quences d’un symptéome doulou-
reux, on ne peut qu’étre poussé a
la prudence. Il ne faut stirement
pas jeter au feu I'IRM lombaire
mais sa prescription devrait proba-
blement étre limitée aux cas qui,
cliniquement, semblent appeler un
traitement chirurgical ou un dia-
gnostic vital [2].

(1. Jensen MC, et al. N Engl | Med
1994 ; 331 : 69-73.]

[2. Deyo RA. N Engl | Med 1994 ;
331:1156.]

BEE Homologie du géne eyeless
de la drosophile avec les homéo-
génes Pax-6 murin et humain, aux
mutations responsables des phéno-
types Small eye de la souris et Ani-
ridia de ’homme. Les génes Pax
codent pour des facteurs de trans-
cription qui se lient a des séquences
spécifiques de I’ADN et jouent un
role majeur dans le développement
embryonnaire, en particulier du sys-
téme nerveux [1]. On connait des
mutants de trois des neuf genes Pax
identifiés : la mutation undulated de
Pax1 chez la souris qui entraine chez
les homozygotes un développement
anormal des vertebres et du sternum
(m/s n° 2, vol . 5, p. 125), l]a mutation

de Pax3, responsable chez I’lhomme
du syndrome de Waardenburg qui
associe une surdité, des troubles de
la pigmentation, une hétérochromie
de l'iris et une prédisposition au
spina bifida, syndrome voisin de
celui décrit chez la souris sous le
nom de splotch (m/s n° 4, vol. 8§,
p. 393), la mutation de Pax6 caracté-
risée chez la souris par une
microphtalmie a I’état hétérozygote
et une absence totale d’ceil et de
cavité nasale (létale) a I’état homo-
zygote, et, chez 'homme, par une
aniridie (m/s n° 2, vol. 8, p. 181).
Une équipe suisse de Bale vient de
montrer ’homologie du gene Pax6
de la drosophile (dont la mutation
est connue sous le nom de eyeless)
avec les génes Pax6 déja décrits
dans les autres especes [2]. Elle
montre que le géne Pax6 est tres
conservé, I'identité des séquences
d’acides aminés des protéines
codées étant supérieure a 90 %
entre drosophile, souris, rat, pois-
son-zébre et homme. Pax6 est impli-
qué dans le controle génétique de
la morphologie de I'ceil dans toutes
ces espéces, des mammiféres aux
insectes, ce qui conduit a reconsidé-
rer I’idée traditionnelle que les
yeux des vertébrés et les yeux tres
complexes des insectes se seraient
développés indépendamment.

[1. Babinet C. médecine/sciences
1993 ;9: 87-9.]

[2. Quiring R, et al. Science 1994 ;
965 : 7859.]
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HEE Fécondation d’ovocytes
murins par des spermatides. Le
plus jeune gameéte male ayant ache-
vé une méiose compléte est le sper-
matide rond qui doit subir de nom-
breuses modifications pour étre
transformé en spermatozoide mobi-
le et fécondant. Cependant, des
résultats récents, commentés par le
Comité consultatif national
d’éthique dans un avis daté du mois
de juillet [1], ont montré que, chez
les humains, I'ovocyte pouvait étre
fécondé par injection intracytoplas-
mique de spermatozoides immobiles.
Une équipe japonaise (Tokyo) et amérk
caine (Honolulu, Hawaii) [2] démontre
maintenant que, chez la souris, I'électro-
fusion de spermatides ronds avec des
ovocytes permet, assez fréquemment,
d’obtenir une fécondation aboutissant a
un embryon se développant normale-
ment. En pathologie humaine, il
existe certains cas, quoique relative-
ment rares, ou des hommes stériles
azoospermiques ont une spermato-
genese bloquée aprés le stade des
spermatides. L’application de la
technique décrite chez la souris a
ces cas pourrait permettre de pro-
poser a ces hommes d’étre des
peres biologiques. Espérons que
I’expérimentation préalable sur des
modeles animaux, puisqu’elle
s'aveére ici possible, permettra
d’accumuler le maximum de rensei-
gnements fondant non seulement
I'efficacité mais aussi I'innocuité de
cette méthode.

[1. Comité national consultatif
d’éthique (France). médecine/sciences
1994 ; 10 : 925-7.]

[2. Ogura A, et al. Proc Natl Acad Sci
USA 1994 ; 91 : 7460-2.]

BENE Association des transporteurs
de peptides avec le complexe
majeur d’histocompatibilité de clas-
se L. Les molécules de classe I du
complexe majeur d’histocompatibi-
lit¢ (CMH-I) lient, dans le réticu-
lum endoplasmique (RE), des pep-
tides provenant de la dégradation
des protéines cytosoliques et les

présentent aux lymphocytes T CD8
cytotoxiques. Ces peptides, produits
dans le cytosol par les protéasomes,
sont transloqués dans le RE par des
transporteurs membranaires com-
posés de deux sous-unités (TAP-1 et
TAP-2) [1]. A moins d’étre liés au
CMH-I, les ligands peptidiques ne
sont pas détectés dans la cellule, et
sont probablement rapidement
dégradés dans le cytosol et/ou le
RE. L’association des peptides avec
le CMH doit pourtant étre efficace
malgré des conditions défavorables
telles que la dégradation, la dilu-
tion apres passage dans le RE, la
liaison aux molécules chaperons...
En fait, ces probléemes sont minimi-
sés, car, comme le montrent deux
rapports récents [2, 3], le CMH-I,
vide de peptides, est associé aux
transporteurs TAP. Il peut étre
chargé de peptides in vitro, ce qui
provoque sa séparation d’avec les
complexes TAP. /n vivo, la forma-
tion de dimeres CMH-I (chaine
lourde-B2microglobuline) serait
favorisée par la calnexine et suivie
de leur association aux transpor-
teurs TAP. Cette association facilite-
rait la liaison des peptides translo-
qués par les TAP au CMH-I,
peut-étre en augmentant locale-
ment la concentration des ligands
et des récepteurs.

[1. Bahram S. médecine/sciences
1993 ; 9: 1204-13.]

[2. Suh WK, et al. Science 1994 ;
264 : 1322-6.]

[3. Ortmann B, et al. Nature 1994 :
368 : 864-7.]

HENE Syndrome de Miller-Dieker et
PAF-hydrolase. Le syndrome de Mil-
ler-Dieker est une malformation
cérébrale marquée par le caractere
lisse de la surface cérébrale (lissen-
céphalie). Il parait dii a une insuffi-
sance de migration des neurones
cérébraux. On trouve chez les
malades une délétion en 17pl13.3,
incluant le géne d’une protéine
LIS1, qui a été rendue responsable
de la maladie (m/s n°11, wvol. 9,

p- 1124). Des auteurs japonais vien-
nent de faire une découverte sur-
prenante : on connait, depuis que
Jacques Benveniste et al I'ont décrit
en 1972 (m/s n° 9, vol. 3, p. 506), un
composé appelé PAF-acéther* dont
le role est important ; il est inactivé
par désacétylation, sous l'action
d’une enzyme trés répandue, la
PAF acétylhydrolase. Celle-ci posse-
de trois sous-unités, de 29, 30 et 45
kDa [1]. On sait que la sous-unité
29 K porte I'activité catalytique et
on ignore la fonction des autres.
Hatteri et al [2] ont cloné I'’ADNCc
de la 45 K de cerveau de beeuf et
ont constaté que, sur 410 acides
aminés, 407 étaient identiques a
ceux de LIS1 humaine. II est donc
trés probable que LISI et la 45 K
de la PAF acétylhydrolase sont iden-
tiques. On sait que LISI possede la
structure répétitive des B-transdu-
cines, mais celles-ci sont loin d’exhi-
ber une homogénéité de fonction.
Ce résultat imprévu pose plus de
questions qu’il n’en résout. Certes
le PAF et son récepteur sont pré-
sents dans le systeme nerveux et le
PAF est peut-étre un neurotrans-
metteur ; la sous-unité 45 K possede
vraisemblablement un roéle régula-
teur. Mais on ne voit pas actuelle-
ment comment 1'absence d’une
sous-unité régulatrice suffirait pour
empécher des neurones de migrer
correctement. Nous n’avons, par
ailleurs, pas trouvé de données
concernant la fonction de la PAF
acétylhydrolase chez les malades,
qui, il est vrai, sont des hétérozy-
gotes.

[1. Hattori M, et al. | Biol Chem 1993 ;
268 : 13748-53.]

[2. Hattori M, et al. Nature 1994 ;
370 : 216-8.]

[3. Hanahan D. Annu Rev Biochem
1986 ; 55 : 483-509.]

* Le PAF-acéther est un dérivé du glycérol, acétylé sur
le carbone central (sn2) et portant sur le C3 (sn3) un
groupe phosphorylcholine [3].
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