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A Ia recherche d’une fonction
pour les filaments intermédiaires

Une récente publication [1] montre
qu’une souris sans vimentine est
viable et fertile. Les souris sans
vimentine ont été obtenues par intro-
duction d’une mutation nulle dans le
géne codant pour la vimentine en
utilisant la technique de recombinai-
son homologue dans les cellules
souches embryonnaires, ES [2].
Aucun autre filament intermédiaire
connu ou nouveau ne prend la place
des filaments de vimentine. Qui
prend en charge les fonctions de la
vimentine absente? Quelles sont les
fonctions connues ou supposées des
filaments de vimentine ? Puisque cet-
te expérience avait été conduite pour
répondre a ces questions, sommes-
nous revenus au point de départ ?

La vimentine fait partie de la superfa-
mille des filaments intermédiaires qui
comprend une cinquantaine de génes
dont les similitudes de séquences sug-
geérent qu’ils dérivent d’un ancétre
commun. La conservation de la struc-
ture des filaments intermédiaires au
cours de I’évolution, leur organisa-
tion méme en un réseau intracellulai-
re complexe, leur intégration dans un
systeme d’interactions variées avec
d’autres composants cellulaires com-
me les microtubules ou les filaments
d’actine qui forment avec les fila-
ments intermédiaires le cytosquelette,
enfin leur expression selon un profil
trés spécifique au cours du dévelop-
pement sont autant de données sug-
gérant une fonction biologique
importante pour les filaments inter-
médiaires (pour revue, voir [3, 4]).

Similitudes de structures,
différences d’expression

Les protéines qui constituent les fila-
ments intermédiaires ont toutes la
méme capacité intrinséque de s’auto-

assembler en filament grace a la
structure en hélice o de leur partie
centrale (figure 1). Les différences
portent sur les séquences des deux
domaines qui encadrent la région
centrale. La diversité des extrémités
et la spécificité d’expression dans les
différents types cellulaires suggérent
que les filaments intermédiaires rem-
plissent des fonctions spécialisées
spécifiques des tissus dans lesquels ils
sont exprimés

Les filaments intermédiaires peuvent
étre localisés dans trois comparti-
ments cellulaires: nucléaire, cytoplas-
mique ou sous-cortical (Tableau I).
Dans le compartiment cytoplasmique
on trouve (1) les kératines, filaments
caractéristiques des épithéliums,
séparées en deux classes, I'une com-
posée des kératines acides (classe I)
et I'autre des kératines basiques (clas-
seIl). Contrairement aux autres fila-
ments, I’assemblage des kératines se
fait avec un représentant de chacune
des deux classes pour former un
hétéropolymere ; (2) les filaments de
la classe III, spécifiés par quatre
geénes codant pour des polypeptides
produits dans des tissus différents : la
périphérine dans les neurones, la
GFAP (glial fibrillar acid protein) dans
les astrocytes, la desmine dans le
muscle, et la vimentine (figure 2). La
régulation de la synthése de cette
derniere differe de celle de tous les
autres filaments intermédiaires. Syn-
thétisée transitoirement dans une
grande variété de types cellulaires au
cours du développement embryon-
naire [5] (tube neural, endoderme et
dérivés mésodermiques...), la vimen-
tine est réexprimée dans presque
toutes les lignées cellulaires établies
en culture [6]; (3) les trois neurofila-
ments et l'internexine spécifiques
des neurones ainsi que la nestine que

I'on trouve a la fois dans les précur-
seurs du systéme nerveux et du syste-
me musculaire forment la classe IV.
Dans le compartiment nucléaire on
trouve les filaments de la classe V qui
comprend les trois lamines. Récem-
ment, de nouveaux geénes ont été
caractérisés, codant pour des pro-
téines avec une localisation sous-cor-
ticale, 'un code pour la tanabine
localisée dans le cone de croissance
des neurones et deux autres, codant
pour la filensine et la phakinine, sont
exprimés dans le cristallin.

Au cours de 1'évolution, si les
séquences de régulation et le profil
d’expression des génes codant pour
les filaments intermédiaires sont en
regle générale trés conservés, il existe
cependant certaines différences de
distribution tissulaire. Chez les pois-
sons, les cytokératines sont largement
distribuées dans les dérivés des
mésenchymes alors que seule la
vimentine est présente dans les tissus
équivalents des vertébrés [7]. Des dif-
férences d’expression liées a I'espece
ont aussi été rapportées. Dans le cris-
tallin de la souris Mus musculus, la
GFAP est cosynthétisée avec la vimen-
tine alors que chez Mus spretus, elle
ne l'est pas [8]. Rappelons aussi que
la périphérine, présente dans le syste-
me nerveux des mammiféres, est
absente chez les oiseaux [9].

Fonctions spécialisées des filaments
intermédiaires

® Les lamines

Les invertébrés sont les premiers
organismes eucaryotes multicellu-
laires qui possédent des filaments
intermédiaires. Bien qu’ils soient
localisés dans le cytoplasme, leur
structure est similaire a celle des
lamines nucléaires qui représentent
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Figure 1. Le réseau de vimentine mis en évidence a I'aide d’anticorps spécifiques dans une cellule en culture. Quel-
le que soit leur composition, les filaments intermédiaires ont la méme structure secondaire et tertiaire, leur diamétre
est identique (10 nm). Il est intermédiaire entre celui des deux autres composés du cytosquelette, les microtubules et
les filaments d’actine. Les sous-unités polypeptidiques s’assemblent en dimeéres, puis en tétrameres (A) et en fila-
ments (B) pour former le réseau caractéristique des filaments intermédiaires. La photo (C) présente le réseau de
vimentine révélé a I'aide d’anticorps spécifiques. Les filaments de vimentine ancrés & la membrane nucléaire irra-
dient dans tout le cytoplasme.

Figure 2. Visualisation de [I'activité
des genes codant pour la vimentine
ou la desmine dans un embryon de
souris. Des embryons de 11,5 jours,
transgéniques pour la vimentine ou
pour la desmine, sont présentés. Un
géne rapporteur codant pour une
enzyme bactérienne, la B-galactosi-
dase, est placé sous contréle des
séquences de régulation du géne
vimentine ou desmine. La synthése
de la B-galactosidase est révélée par
son activité enzymatique, mise en
évidence par une coloration bleue.
On note que le géne codant pour la
vimentine (en A) s’exprime dans la
majorité des cellules embryonnaires,
tube nerveux, dérivés mésoder-
miques, endothéliums, vaisseaux,
muscles lisses, etc alors que le géne
codant pour la desmine (en B) est
restreint aux cellules musculaires
[27].
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TABLEAU |

LES DIFFERENTES CLASSES DE FILAMENTS INTERMEDIAIRES

Classe Localisation Sous-unités Spécificité d’expression
I Cytoplasmique Cytokératines acides Epithéliums
] Cytoplasmique Cytokératines basiques Epithéliums
[} Cytoplasmique Desmine Muscle
GFAP Astrocytes
Périphérine Neurones
Vimentine Différents précurseurs embryonnaires
Dérivés mésodermiques adultes
Quasi ubiquitaire in vitro
\% Cytoplasmique Neurofilaments Neurones
léger (70kDa),moyen(140kDa) Neurones
lourd(200kDa) Neurones
Internexine Neurones
Nestine Muscle et tube nerveux
V Nucléaire Lamines A, B,C Ubiquitaires
Autres filaments (non classés)
Sous-cortical Filensine Cristallin
Phakinine Cristallin
Cone de croissance Tanabine Neurones

Les filaments intermédiaires sont répartis en 5 classes d’aprés leur similitude d e séquence primaire et I'organisation des génes en introns-exons. On
a décrit trois types de localisation: cytoplasmique, nucléaire ou sous-corticale. Mise a part la vimentine, les filaments intermédiaires sont spécifiques
d’un type cellulaire et gardent leur spécificité d’expression aussi bien dans les tissus normaux que tumoraux, ce qui permet de les utiliser comme mar-

queurs cellulaires.

I’archétype des filaments intermé-
diaires. Avec la pression de I'évolu-
tion, le géne ancestral a été dupliqué,
a divergé et perdu le signal de locali-
sation nucléaire [4, 10]. La diversité
des filaments se rencontre chez tous
les vertébrés. Il faut cependant noter
que les filaments intermédiaires cyto-
plasmiques ne sont pas des compo-
sants indispensables a la viabilité per se
de toutes les cellules eucaryotes: en
effet, 'existence de différents types
cellulaires complétement dépourvus
de filaments intermédiaires (a
I’exception cependant des lamines
qui sont cantonnées dans le noyau) a
été démontrée aussi bien in vivo que
dans des cultures in vitro. Diverses
expériences suggeérent que les
lamines sont essentielles a la vie des
cellules eucaryotes ; ainsi il a été mon-
tré chez la drosophile que la suppres-
sion du geéne dmo qui code pour une
lamine est létale [4]. En outre, des
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trent que des noyaux sans lamine de
Xenopus laevis sont fragiles et inca-
pables d’amorcer la réplication de
I’ADN. Au moins dans ces orga-
nismes, les filaments intermédiaires
nucléaires semblent essentiels.

o Les cytokératines

Les cytokératines sont généralement
ancrées, dans les différents épithé-
liums, au niveau de jonctions inter-
cellulaires spécialisées, les desmo-
somes [11]. Ce type de liaison aboutit
a la formation d’une sorte de structu-
re transcellulaire, dans laquelle le
réseau de kératines d’une cellule est
relié a celui des cellules voisines. Un
tel systéme pourrait constituer un
moyen efficace d’assurer la cohésion
des couches cellulaires épithéliales.
Une série de résultats obtenus dans
une période récente semble bien
conforter cette hypothése. Tout
d’abord, il avait été montré dans des
cultures cellulaires que la production

de différentes formes mutées de
kératines (soit des mutations ponc-
tuelles, soit des mutations respon-
sables de la synthése d’une chaine
tronquée de kératine) entrainait la
destruction du réseau de kératines
qui ne subsistait plus que sous la for-
me de nombreux agrégats. Dans une
autre série d’expériences, il fut ensui-
te montré que l'introduction des
mémes mutations chez des souris
transgéniques entrainait une maladie
de la peau rappelant celle observée
chez I’homme dans les affections
provoquant une fragilité de I’épider-
me [12, 13]. L’analyse, chez les
malades, des génes codant pour les
kératines, montrait alors I’existence
de mutations dans plusieurs de ces
geénes, chaque type de mutation défi-
nissant un syndrome particulier : par
exemple, on trouvait des mutations
des kératines K5 et K14 dans I'épi-
dermolyse bulleuse simplex, des muta-
tions des chaines K1 et K10 dans
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I’hyperkératose épidermolytique. La
grande majorité de ces mutations, de
type dominant négatif, entrainait la
destruction des filaments de kératine
et la formation a leur place d’agré-
gats [13]. La cytolyse des couches de
I’épiderme produisant la kératine
mutée s’accompagnait d’une fragili-
sation de I'épiderme. Cependant, ces
expériences ne permettaient pas
d’exclure que la lyse cellulaire avait
pour origine la formation d’agrégats
et non I'absence du réseau de kérati-
ne per se.

L’identification trés récente par deux
équipes indépendantes, chez des
malades atteints d’épidermolyse bul-
leuse, d’une mutation nulle [14, 15]
entrainant 1’absence de réseau de
kératine sans formation d’agrégats
dans la couche basale de I’épiderme
a permis de lever cette incertitude et
de démontrer clairement le role
direct des kératines dans le maintien
de la structure de I'épiderme. Par
ailleurs, I'inhibition de la formation
d’un réseau de kératines par injec-
tion, soit d’anticorps anti-kératines,
soit d’ARNm antisens dans 'ceuf de
xénope, entraine une perturbation
compléte de la gastrulation, ce qui
démontre I'importance du réseau de
kératine dans le développement de
I’embryon de xénope [16, 17]. Enfin,
I'introduction par mutagenése diri-
gée d’une mutation nulle dans le
géne K& de la souris est létale chez
les embryons porteurs de la mutation
a I’état homozygote [18]. La péné-
trance de la mutation n’est cepen-
dant pas compléte puisque 1,6 % des
souris homozygotes atteignent I’age
adulte et que I'expression phénoty-
pique varie avec le fond génétique.
Ainsi une hyperplasie et une inflam-
mation colorectale sont visibles sur
certains fonds génétiques et pas sur
d’autres [19]. Si I'on ajoute a cela le
fait que les souris femelles mutantes
sont stériles, I’ensemble des traits
phénotypiques des souris dépourvues
de kératine 8 suggere que les kéra-
tines n’assurent pas seulement des
fonctions structurales.

® Les neurofilaments

Toutes les protéines de filaments
intermédiaires sont phosphorylées et
ces phosphorylations réglent les
interactions des filaments entre eux
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et avec les autres éléments du cytos-
quelette [4]. Les neurofilaments pos-
sedent jusqu’a 43sites de phosphory-
lation dans leur partie terminale.
Différentes expériences suggérent
que le nombre de sites phosphorylés
joue un réle dans la formation du
réseau des neurofilaments. Il semble
acquis que la fonction majeure des
neurofilaments est de déterminer le
diameétre de I’axone. Cette conclu-
sion repose en particulier sur deux
modéles animaux : il existe chez la
caille un mutant déficient en un type
de neurofilament (NF-L); par
ailleurs, une souris transgénique a
été créée chez laquelle I'expression
d’'une protéine de fusion entre un
neurofilament et la P-galactosidase
entraine I'absence de transport des
neurofilaments dans I’axone. Dans
I'un comme dans l'autre cas, le dia-
métre des axones est fortement
réduit. Enfin, il faut noter qu'on a
constaté, dans de nombreuses affec-
tions des neurones moteurs chez
I’homme, une accumulation impor-
tante de neurofilaments dans le
corps neuronal et dans la partie
proximale des neurones. L’hypothe-
se selon laquelle cette accumulation
serait a I'origine de la sclérose latéra-
le amyotrophique, une maladie des
neurones moteurs (revue dans [20]),
a été fortement étayée par I'obten-
tion de souris transgéniques qui sur-
expriment, soit les neurofilaments L,
soit les neurofilaments H : ces souris
présentent une symptomatologie qui
ressemble de prés a la maladie.

Les filaments intermédiaires
de classe III

Jusqu’a ce jour, la plupart des don-
nées d’une fonction possible des fila-
ments intermédiaires de classe III,
vimentine, GFAP, périphérine ou
desmine, provenaient d’expériences
effectuées sur des cultures cellulaires
dans le but de perturber I’ancrage
des filaments aux membranes
nucléaires et cytoplasmiques ainsi
que leur élongation. En effet, la liai-
son de la partie C-terminale du fila-
ment cytoplasmique a la lamine B
nucléaire est trés probablement le
point de départ de la polymérisation
du filament cytoplasmique alors que
I’association de larégion N-terminale

aux composants de la membrane
cytoplasmique varie avec le type cel-
lulaire. Le réseau de vimentine qui
est aussi lié aux microtubules, aux
filaments d’actine et aux mitochon-
dries suit les cycles de polymérisation
et de dépolymeérisation de la tubuline
et le collapsus du réseau en un cha-
peau périnucléaire, lors de la mitose
ou sous l'effet de nombreux pro-
duits, impliquerait le moteur kinési-
ne des microtubules. Une autre dis-
tribution des filaments de vimentine
lors d’'un collapsus centripéte appa-
rait relayée par interaction avec les
filaments d’actine. L’injection d’anti-
corps antivimentine dans des fibro-
blastes, provoquant la destruction du
réseau de vimentine, est sans effet sur
la physiologie cellulaire. Cependant,
en comparant des clones cellulaires
issus d’une tumeur humaine de la
glande surrénale, exprimant ou non
la vimentine, il a pu étre montré que
le réseau de vimentine avait un role
dans le trafic intracellulaire du cho-
lestérol. Des résultats contrastés ont
été obtenus en introduisant des vec-
teurs d’expression codant pour des
protéines modifiées. L’expression
d’une desmine tronquée dans des
myoblastes aviaires, qui perturbe la
formation du réseau mixte vimenti-
ne/desmine, parait sans effet sur la
capacité de ces myoblastes de se dif-
férencier en myotubes apparemment
normaux [21]. En revanche, la sup-
pression de la desmine en utilisant la
technologie des ARN anti-sens dans
des myoblastes de souris bloque com-
plétement leur différenciation [22].
Le méme type d’expérience avec des
oligonucléotides anti-sens, effectué
sur une lignée de neuroblastome
capable de se différencier in vitro,
indique dans ce systéme un roéle pos-
sible du réseau de vimentine dans la
croissance initiale des neurites [23].
De méme, la suppression de la GFAP
par des ARN GFAP anti-sens dans la
lignée cellulaire U251, une lignée
astrocytaire, entraine I'inhibition de
la croissance des processus gliaux en
réponse aux neurones [24].

Inactivation du gene vimentine chez
la souris

L’ensemble des expériences effec-

tuées dans des systémes cellulaires 7  s——
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Figure 3. Absence de vimentine et expression de la B-galactosidase chez les souris porteuses d’'une mutation nulle
dans le géne vimentine. La caractérisation de la vimentine par immunohistochimie est réalisée sur des coupes de rein
de souris sauvages et de souris sans vimentine. Dans les mutants sans vimentine le géne LacZ a été inséré dans la par-
tie codante du gene vimentine, interrompant celui-ci. L’expression du gene LacZ est sous contréle des régions de régu-
lation du géne vimentine et mime son expression. (A) Une coupe de rein de souris adulte normale est incubée avec
des anticorps dirigés contre la vimentine couplés a la peroxydase, qui apres révélation donne une couleur brune. On
note la présence de cellules positives a l'intérieur du glomérule et dans les vaisseaux. Une coupe similaire de rein de
souris adulte mutante ne montre aucune réactivité avec les mémes anticorps (B). L’expression du géne mutant est clai-
rement mise en évidence par la réactivité de la 3-galactosidase qui donne une coloration bleue (C). On peut noter que
I'expression du géne LacZ du mutant en (C) et du géne vimentine dans la souris normale sont superposables (A). La

barre se trouvant dans le document C représente 50 um (pour les 3 documents),; G = glomérule ; V = vaisseaux.

vitro ne permettant pas de résoudre
de maniére claire le probléeme de la
fonction de la vimentine in vivo, il fut
décidé d’introduire chez la souris,
par le biais de la recombinaison
homologue dans les cellules ES, une
mutation nulle dans le géne de la
vimentine (figure 3).

De manic¢re surprenante, les souris
sans vimentine ne présentent pas de
différence phénotypique évidente
avec les souris normales. Elles se
développent et se reproduisent de
facon normale. L’examen histo-
logique soigneux de nombreux
organes dans lesquels s’exprime la
vimentine n’a pas révélé de différen-
ce majeure entre les souris normales
et les souris mutantes. En outre,
I'analyse de la différenciation de cer-
tains tissus dans lesquels le géne
codant pour la vimentine est forte-

mssssmss ment exprimé a montré que ceux-ci
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étaient apparemment normaux :
c’est le cas, par exemple, du cristallin
dont la morphogenése apparait nor-
male chez les souris sans vimentine.
De méme, la répartition des goutte-
lettes lipidiques dans les adipocytes
ne parait pas affectée chez les
mutants bien qu’une importante
réorganisation du réseau de vimenti-
ne se produise lors de la conversion
adipocytaire.

Quelle peut donc étre I'explication
d’un résultat aussi surprenant au
regard de la conservation du géne de
la vimentine chez les vertébrés et de
son profil d’expression trés spéci-
fique ? Une premiére explication pos-
sible est que I'inactivation du géne
de la vimentine entraine I’expression
d’autres génes codant pour un fila-
ment intermédiaire, et donc une
compensation fonctionnelle. Cepen-
dant, ni in vivo, ni ex vivo il n’a pu

étre mis en évidence la présence
d’un autre filament intermédiaire
dans des cellules qui, normalement,
ne produisent que la vimentine, y
compris en utilisant des méthodes de
microscopie électronique permettant
d’identifier physiquement les fila-
ments intermédiaires. Il faut noter
cependant qu’on ne peut exclure un
autre type de compensation fonction-
nelle que le remplacement de la
vimentine par un autre filament
intermédiaire : ce type de mécanisme
est suggéré par des expériences sur
les souris dépourvues de kératine K8.
En effet, le phénotype de ces souris
varie en fonction du fond génétique,
bien que dans aucun cas I’absence de
K8 ne soit compensée par la produc-
tion d’un autre filament intermédiai-
re (18, 19]. Une autre possibilité a
considérer serait que le phénotype
des souris sans vimentine ne se mani-
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feste que dans des situations anor-
males ou pathologiques. Ainsi, un
certain nombre d’observations, com-
me, par exemple, la suppression de
I'état transformé de cellules BHK par
I'expression d'un ADNc codant pour
la vimentine, suggeére son implication
dans la transformation tumorale
[25].

Par ailleurs, il faut se rappeler que la
vimentine est fréquemment cosyn-
thétisée, durant le développement de
I’embryon, avec d’autres filaments
intermédiaires: c’est le cas, par
exemple, des cellules du tube neural
primitif qui produisent la nestine et
la vimentine ou des cellules de
I'endoderme pariétal qui produisent
également les kératines K8 et K18. Il
se pourrait donc que, dans ces types
cellulaires, un seul réseau de fila-
ment intermédiaire soit nécessaire et
qu’en I'absence de vimentine la pré-
sence de I'autre type de filament soit
suffisante pour assurer la fonction.
Cela pose, d'une facon plus générale,
la question non résolue de la spécifi-
cité fonctionnelle ou, au contraire,
de I'interchangeabilité des différents
membres de la famille des filaments
intermédiaires. A cet égard, il faut
noter que, outre les souris sans kéra-
tine K8 [18, 19], des souris sans
GFAP ont été obtenues par mutage-
nése ciblée [26]. Comme les souris
sans vimentine, les souris dépourvues
de GFAP ne présentent pas de phé-
notype évident. Ainsi, 'obtention de
souris mutées dans plus d’'un gene
codant pour les filaments intermé-
diaires est maintenant devenue pos-
sible, et I'analyse de leur phénotype
sera particulierement intéressante
pour tenter de répondre a la ques-
tion ci-dessus. Enfin, il est bien
entendu possible que les souris sans
vimentine aient un phénotype subtil
qui aurait échappé a I'analyse, ou qui
ne pourrait étre révélé dans les
conditions expérimentales utilisées.
En particulier, il n’est pas exclu que
les souris sans vimentine présentent
un désavantage sélectif qui ne se
manifesterait que dans les conditions
trouvées dans la nature W
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