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Régulation en cis et en trans
différenciation cellulaire

de la

I est maintenant parfaitement
clair que Tactivité des genes est
controlée par des protéines se
fixant sur des motifs d’ADN par-
ticuliers des régions régulatrices
(voir « la riche union de ’ADN et des
protéines », m/s n° 7, vol. 3, p. 428,
et « ADN, protéines et transcription »,
m/s n° 8, vol. 3, p. 487). En pre-
miere analyse, cependant, cette
constatation ne fait que repousser
le probleme de la différenciation
puisque ’on peut se demander ce
que sont les mécanismes contro-
lant la synthése et l’activité des
protéines actives sur la transcrip-
tion au cours du développement
et de la différenciation. Par ail-
leurs, la diversité des programmes
d’expression des génes au cours
du développement est extraordi-
naire : non seulement il existe un
trées grand nombre de types de
différenciation cellulaire, mais
encore ces types peuvent étre divi-
sés en de multiples périodes (in

vivo, par exemple, périodes
embryonnaire précoce, fcetale,
néonatale, post-natale, adulte,

etc.) caractérisées par I’expression
de geénes marqueurs spécifiques.
De plus, au cours d’une méme
« période » du développement
d’un tissu donné, ’expression de
ces marqueurs spécifiques est sou-
vent asynchrone. La question des
mécanismes contrélant cette
impressionnante diversité de com-
portement des génes, se pose donc
avec acuité.

Au début de tout, la membrane.
La membrane plasmique est la
premicre cible des signaux « dif-
férenciateurs » aussi bien que des
signaux mitotiques (m/s n°),
vol. 3, p. 174) ; C’est elle qui, pré-
cocément dans I’embryogenese, va
« percevoir » un gradient de mor-
phogeénes (m/s n°5, wol. 3,
p. 178), va lier sur un récepteur

s SPEcifique un facteur de différen-
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ciation (m/s n° 6, wvol. 2, p. 340),
ou bien va recevoir une informa-
tion par contact direct avec les
cellules adjacentes.

On savait déja que certains genes
intervenant dans le développement
embryonnaire codent pour des
molécules étrangement proches des
facteurs de croissance (produits des
génes notch et lin 12, m/s n° 6,
vol. 2, p. 340), d’autres pour des
protéines ressemblant aux pro-
téoglycanes de la matrice extra-
cellulaire (geéne per, voir mini-synthése
sur les canaux de jonction tntercellulaire
dans ce numéro). Plus récemment,
I’équipe de G.M. Rubin en Cali-
fornie a pu déterminer la structure
du gene sevenless de la drosophile,
impliqué dans la différenciation des
photorécepteurs. Ce géne a le
potentiel de coder pour un récep-
teur membranaire doté d’une acti-
vité tyrosine-kinase [lt]’ comme
tant de récepteurs de facteurs de
croissance et de produits d’onco-
gene (m/s n° 8, vol. 3, p. 492). Les
génes du développement et les
oncogenes ne sont d’ailleurs pas de
nature différente et tout indique
que certains oncogeénes sont proba-
blement impliqués dans la différen-
ciation cellulaire (m/s n° 4, wvol. 2,

p. 222).

Modifications post-traduction-
nelles des facteurs transcription-
nels. Il y a peu encore, ce qui se
passait entre la perception par une
cellule d’'un signal membranaire et
la réponse transcriptionnelle au
niveau du noyau, constituait un
véritable « trou noir ». Le mode
d’action des hormones stéroides
suggérait cependant un modele
simple de modulation de I’activité
d’un geéne par activation, sous
Ieffet d’un inducteur externe
('hormone), d’un facteur trans-
criptionnel pré-existant (le récep-
teur de I’hormone, m/s n° 3,
vol. 3, p. 172). Dans ce cas,

cependant, 1’hormone pénétre
dans la cellule sans intervention
d’un récepteur membranaire et de
« seconds messagers ». Chez E.
colt, la réponse transcriptionnelle
a des stimuli extérieurs (modifica-
tion du milieu de culture), com-
porte la synthése I’ AMP cyclique
qui se fixe a un facteur transcrip-
tionnel pré-existant (la protéine
CAP) et ’active [2]. De la méme
maniere, I’activation du répresseur
de 'opéron tryptophane est due 2
une modification de la structure
de la protéine, provoquée par la
liaison d’une molécule de trypto-
phane [3] ; la trans-conformation
ainsi induite rend le répresseur
apte a reconnaitre le site opéra-
teur qui contrdle la transcription
de l'opéron. Depuis quelques
mois, 1l est apparu qu’un tel
modele de l’activation, par un
inducteur, d’un facteur transcrip-
tionnel pré-existant était probapr—
ment de portée générale. Le
enhancer du geéne codant pour la
chaine légere kappa des immuno-
globulines (IgG-x) n’est actif que
dans les cellules lymphocytai-
res B ; son activation est corrélée
avec la formation d’un complexe
entre un motif du enhancer
(motif B) et la protéine NF-,B.
Cette protéine, en fait, n’est abso-
lument pas spécifique des
lymphocytes B et peut étre détec-
tée dans toutes les cellules ou elle
est cependant incapable de se fixer
au motif B du enhancer IgG-x. Le
traitement des cellules non diffé-
renciées dans la voie des
lymphocytes B par des activateurs
de la protéine kinase C (m/s n° 3,
vol. 3, p. 174) active NF-B,
c’est-a-dire la rend capable de se
fixer a son site d’ADN [4]. Deux
autres facteurs transcriptionnels,
probablement impliqués dans la
réponse transcriptionnelle de cer-
tains genes lors de la stimulation
de la prolifération cellulaire, pour-
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raient aussi étre activés par la
modification de molécules pré-
existantes inactives : les protéines
SRF, se fixant notamment sur le
enhancer de 1’oncogéne c-fos [5, 6]
et AP1[7, 8], dont plusieurs
cibles sont connues. Dans ces
exemples, cependant, « |’activa-
tion » des facteurs transcription-
nels ne semble pas, au moins in
vitro, agir sur leur capacité de
liaison 2 ’ADN, mais plutdt sur
leur aptitude a interagir avec le
complexe d’initiation de la
transcription.

Les facteurs transcriptionnels pro-
bablement responsables de la
réponse des génes métallothionéine
aux métaux lourds (MRE-binding
protein, protéine se liant a 1’élé-
ment de réponse aux métaux) [9]
et de la réponse a la chaleur des
génes codant pour les protéines du
choc thermique (HSF, heat shock
transcriptional factor) [10] sont éga-
lement activés apres leur synthese
(activation post-traductionnelle).

Un nombre peut-étre limité de
facteurs... Les travaux qui se
multiplient sur la mise en évi-
dence et la caractérisation de pro-
téines pouvant jouer un rble dans
le contrdle de I’expression des
geénes, débouchent sur deux cons-
tatations a premiére vue para-
doxales : les mémes facteurs sont
souvent retrouvés impliqués dans
le contrdle de genes fort différents,
et certains facteurs quoiqu’ils
reconnaissent un motif indispen-
sable a l’expression d’un géne
spécifique d’un type particulier de
différenciation, sont en fait parfai-
tement ubiquitaires (voir I’exem-
ple de NF- B). C’est ainsi que la
protéine IgNF-A, qui reconnait la
séquence octamérique dont nous
avons parlé dans la premiére nou-
velle de cette série (m/s n° 7,
vol. 3, p. 428) joue un role essen-
tiel dans I'activation du enhancer
des chaines lourdes des immuno-
globulines au cours de la différen-
ciation des lymphocytes B, mais
aussi dans le fonctionnement
d’autres promoteurs [12]. La
répartition d’IgNF-A est, de plus,
ubiquitaire*. Deux autres exem-
ples illustrent ce phénoméne de
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I’intervention possible de mémes
facteurs dans des types différents
de régulation ; ils concernent les
facteurs SRF et AP1, dont nous
avons parlé plus haut. SRF se fixe
sur le enhancer de 1’oncogéne c¢-fos
et en active probablement ainsi la
transcription [5,6]. Frangoise Phan
Dinh Tuy et Adrian Minty, a
Paris, ont montré que ce méme
facteur se liait & des séquences
situées en amont des geénes
d’actine musculaire et indispensa-
bles a I’activation de la transcrip-
tion de ces génes au cours de la
différenciation musculaire (commu-
nication personnelle). Une protéine
impliquée dans la réponse de
genes a2 'AMP cyclique a été
récemment caractérisée [13] ; elle
reconnait une séquence pratique-
ment identique a celle reconnue
par AP1[7, 8] et, de plus,
lorsqu’un gene est contrélé a la
fois par les esters de phorbol** et
I’AMP cyclique, cette. méme
séquence est indispensable aux
deux types de contrdle [4]. Ces
résultats suggerent donc que la
protéine APl et la protéine res-
ponsable de la réponse a ' AMP
cyclique pourraient étre identi-
ques.

Création de diversités. La diver-
sité des contrdles transcriptionnels
auxquels sont soumis les geénes
peut naturellement étre le reflet de
la diversité des facteurs régula-
teurs. Il faut remarquer qu’une
telle solution serait peu « écono-
mique » puisqu’il faudrait alors
envisager, en poussant cette hypo-
these jusqu’a I’absurde, I’existence
d’un géne régulateur par gene
effecteur, ainsi que des genes con-
trélant les génes régulateurs !
Nous avons, de plus, déja signalé
que les mémes facteurs interve-
naient souvent dans le contrdle de
genes différents. ‘

Dans certains cas, cependant, des
facteurs transcriptionnels semblent
bien « spécifiques » de tissus don-

* Il existerast, en fait, deux espéces d’IgNF-A, l'une
ubiquitaire ‘et l'autre caractéristique des cellules B.
** Les esters de phorbol sont des « promoteurs » de
la cancérogenése. Ils agissent en activant la prote'ine
kinase C.

nés... ce qui revient a dire qu’ils
y sont en concentration nettement
plus élevée qu’ailleurs g5-17].

La combinaison variable d’un
petit nombre de facteurs régula-
teurs peut, elle aussi, engendrer
une considérable diversité... celle
des mots innombrables composés
a ’aide des lettres d’un alpha-
bet [11, 16, 17]. De fait, «la dis-
section fonctionnelle » des enhan-
cers, c’est-a-dire 1’étude des effets
de mutations ou de microdélé-
tions en différents sites, montre
qu’ils sont constitués de cassettes,
chacune interagissant probable-
ment avec un facteur protéique
et ayant individuellement une
spécificité qui peut étre différente
de celle du enhancer total £18-20].
Le enhancer du virus SV40 con-
trélant ’expression du geéne T est
ainsi constitué : de |’octamere
liant le facteur IgNF-A et confé-
rant a des génes en amont des-
quels il est inséré en plusieurs
copies, une spécificité lymphoide
d’expression ; de deux autres élé-
ments qui, analysés de la méme
maniére que |’octameére, conferent
soit, pour l’un, une spécificité

pour des cellules de rein de
singe, soit, pour I’autre, une
expression ubiquitaire [20].

Un méme facteur peut é&tre

variablement modifié spar phos-
phorylation, par exemple) et inte-
ragir de facon différente selon le
type de modification subie. Ainsi,
avons-nous vu que des facteurs
inactifs pouvaient étre activés.
Dans le cas d’AP1, s’il s’avérait
que cette protéine était également
impliquée dans la régulation par
’AMP cyclique, on pourrait ima-
giner qu’elle a des effets diffé-
rents et (ou) interagit avec des
motifs différents selon qu’elle est
phosphorylée a un site sous
Paction de la protéine kinase C
ou a un autre site sous l’action
d’une protéine kinase stimulée
par ' AMP cyclique.

Enfin, dernier élément engendrant
de la diversité, un méme facteur
peut reconnaitre des motifs
d’ADN voisins, mais non identi-
ques, et contracter des interac-
tions légérement différentes les

unes des autres selon le motif dé m—
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liaison. Dans ce cas, le facteur
« actif en trans » est le méme pour
plusieurs génes et la diversité de
réponse fonctionnelle est due aux
différences de séquence des motifs
reconnus ; il s’agit donc ici d’un
contrdle en c¢is de la spécificité
d’expression. La fixation variable
de SRF en amont du geéne ¢-fos
ou du geéne actine musculaire
pourrait peut-étre constituer un
exemple de ce mécanisme (Fran-
goise Phan Dunh Tuy et Adrian
Manty, communication personnelle) :
dans le premier cas, cette fixation
confererait la réponse a l'induc-
tion de la prolifération alors que,

dans le second cas, elle intervien-
drait dans I’expression au cours
de la différenciation musculaire.

Un schéma unifié. La figure 1
présente une vue unifiée de la
réponse transcriptionnelle a
I’induction de la différenciation...
ou de la prolifération cellulaire.
Un signal pergu par la membrane
(étape 1) entraine, via la synthese
de seconds messagers, la modifi-
cation post-traductionnelle d’un
facteur transcriptionnel pré-
existant (étape 2). Cette activation
(FA —= F? dans la figure) modifie
la transcription de plusieurs génes,

Figure 1. Réponses transcriptionnelles en cascade a un inducteur de dif-
férenciation ou de prolifération. Pour I'explication détaillée du schéma, voir
texte, dernier paragraphe. A, B, C : facteurs transcriptionnels ; F2 : facteur A
actif, se fixant sur la double hélice d’ADN et entrainant un effet transcription-
nel ; étape 3 : changement quantitatif des facteurs A, B et C qui, initialement
en proportion équimolaire, se retrouvent dans la proportion 1A, 5B et 1/2C,
prés la réponse transcriptionnelle primaire due & I’activation F* — F’:,

étape 4 représente la réponse transcriptionnelle secondaire a la modification
quantltatlve des facteurs A, B et C; a gauche, le site de reconnaissance de
B chevauche celui de C, si bien que I’augmentation du rapport B/C aboutit
a un déplacement de C. A droite, B déplace A et est combiné avec les autres
facteurs de fagon différente de celle représentée a gauche. De plus, le fac-
teur C peut avoir des interactions variées avec des séquences voisines mais
différentes. La combinaison de tous ces phénoménes crée une grande diver-

mmmmm Sité de réponses possibles & la modification d‘un petit nombre de facteurs.
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dont certains codent eux-mémes
pour des facteurs transcriptionnels
A, B et C. De ce fait, la propor-
tion relative de ces facteurs se
modifie (étape 3), ce qui aboutit
(étape 4) a la modification des
combinaisons de facteurs liés en
amont des génes qui sont, de ce
fait, activés ou 1nactivés. Ce
schéma, slirement beaucoup trop
simple (et rappelons ici que cer-
tains facteurs « spécifiques de tis-
sus » ont été décrits), suppose
I’existence de phénomeénes de régu-
lation en cascade dont un exemple
pourrait étre la voie a laquelle
appartient ¢-fos : un phénomeéne
d’activation post-traductionnelle de
SRF explique peut-étre I’augmen-
tation de la synthese de ¢-fos qui
est, elle-méme, une protéine se
liant 2 ’ADN et pouvant contr6-
ler l’expression d’une deuxiéme
classe de genes [21]. Ce schéma a,
en revanche, I'intérét de concilier
Iessentiel des données récentes
acquises en ce domaine : les pre-
miers événements de I'induction de
la différenciation sont membranai-

s ; la réponse transcriptionnelle
précoce de certains genes ne néces-
site pas la synthése de nouvelles
protéines ; les mémes facteurs
variablement combinés sont sou-
vent trouvés associés au controle de
I’expression de génes impliqués
dans des types tres différents de
différenciation ; enfin, certaines
des protéines codées par les génes
précocément activés au cours de
ces phénomenes sont elles-mémes
des facteurs transcriptionnels
jouant un rdle probable dans I’acti-
vité d’autres genes [22].

Axel Kahn
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BEEE BREVES HEN

BEE ]Il est maintenant possi-
ble de dépister avec une trés
grande sensibilité la « maladie »
résiduelle des patients ayant une
leucémie ou un lymphome,
grace a la méthode d’amplification
d’une séquence spécifique d’ADN
par cycles d’extensions d’amorces
(en anglais : polymerase chain reac-
tion).- A ’aide de deux oligonu-
cléotides de synthése complémen-
taires de séquences situées respec-
tivement sur le chromosome 14 et
le chromosome 18, de part et
d’autre de la zone la plus fré-
quente de réarrangement dans les
translocations t(14;18), il est pos-
sible d’amplifier des centaines de
milliers de fois la région hybride
14 ;18 située autour de ce point
de recombinaison (m/s suppl au
n° 7, vol. 3, p. 12). La transloca-
tion t(14;18) est observée dans
90 % des lymphomes folliculaires
humains ; elle réarrange, pense-t-
on, ’oncogene bcl-2. La méthode
d’amplification permet donc, avec
une trés grande sensibilité, de
détecter un trés petit nombre de
cellules lymphomateuses portant
cette translocation, au sein des
cellules normales d’un malade en
« rémission », et donc d’évaluer le
caractere complet ou partiel de
cette rémission. Cette technique
est, sans commune mesure, plus
sensible que toutes celles, immu-
nologiques, cytogénétiques, ou fai-
sant appel au southern blot classi-
que, utilisées jusqu’alors.

[Lee MS, et al. Nature 1987 ;
237 : 175-8]

BEE Des métabolites de
Pacide arachidonique pourraient
étre des « seconds messagers »
impliqués dans la transmission
synaptique. Lorsque I’acide ara-
chidonique est libéré des membra-
nes apres activation de la phos-
pholipase A,, il est transformé
en toute une série de molécules
actives qui sont des produits
d’oxydation dénommés collective-
ment les eicosanoides. On distin-
gue parmi ces molécules cel-

les qui sont produites par 1’action
de la cyclooxygénase (prostaglan-
dines) de celles produites par
P’action des lipooxygénases (leuco-
trienes, acides hydroxyéicosaté-
traénoiques ou HETE, lipoxines).
Piomelli et al. viennent de mon-
trer que I’action inhibitrice d’un
neuromédiateur sur la dépolarisa-
tion produite par la 5-hydro-
xytryptamine au niveau d’un neu-
rone sensoriel du mollusque Aply-
sie, était due a la libération
d’eicosanoides du type HETE. La
propriété qu’ont ces substances de
diffuser librement a travers la
membrane cellulaire pourrait en
faire des seconds messagers, tout
a la fois intra- et intercellulaires,
jouant un réle particulier au
niveau des synapses, par exemple
dans la potentialisation a long
terme de la réponse post-
synaptique a un influx nerveux.
[Piomelli D, et al. Nature 1987 ;
328 : 38-43]

mmEm Le géne DMD (de la
myopathie de Duchenne) bat
vraiment tous les records ! Sa
taille est voisine de 2 x 10° pai-
res de bases (soit 2000 kpb, kilo
paires de bases?, ce qui représente
pratiquement le tiers du génome
d’Escherichia coli, et prés de 1/1000
du génome humain total. La taille
moyenne des exons est habituelle
(200 pb)... celle des introns est

igantesque (35 kpb !). Le gene
(gestg 150 z‘cil 200( fois Il))lus) grandgque
le messager ; sa transcription in
vivo prend probablement... une
pleine journée (24 heures!). Au
moins 50 % des mutations sont
des délétions. Il semble probable
que la fréquence des altérations de
ce gene est ici en rapport avec son
gigantisme ! La « raison » de ce
gigantisme est a ce jour obscure.
S’1l apparait que cette caractéris-
tique a été conservée au cours de
I’évolution, cela indiquera néan-
moins qu’elle correspond a un
« avantage », fonctionnel ou géné-
tique, qu’il restera a imaginer !
[Igoenig M, et al. Cell 1987 ; 50 :
509-17]
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