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Des facteurs de régulation 
spécifiques de la myogenèse 

Les gènes de la famille MyoD 1 codent pour des protéi­
nes nucléaires se fixant à l'ADN et capables d'entraî­
ner la conversion de divers types de cellules en myo­
blastes et en myotubes. Ces protéines semblent actives 
sous la forme de dimères formés grâce aux interactions 
entre des régions des sous-unités adoptant une confor­
mation « hélice-boucle-hélice » .  La possible formation 
d'hétérodimères entre des sous-unités différentes de la 
famille MyoD 1 ,  ou entre une sous-unité de cette famille 
et une autre possédant le motif hélice-boucle-hélice mais 
non spécifique de la différenciation musculaire ,  est de 
nature à accroître la diversité et la flexibilité des pro­
cessus de régulation auxquels participent ces protéines . 

L es q�i�ze derni�res années 
ont ete marquees par un 
très grand bond en avant 
de la biologie, dû principa­
lement au développement 

des techniques de génie génétique 
dans les laboratoires de recherche . 
Ceux qui s ' intéressaient déjà à la dif­
férenciation musculaire ( myogenèse) 
ont réussi alors à isoler un grand 
nombre de gènes codant pour des 
protéines exprimées spécifiquement 
dans les muscles (protéines contrac­
tiles , enzymes, récepteurs . . .  ) ( 1 ] .  La 
diversité des isoformes musculaires 
résulte, soit de la transcription de 
gènes indépendants dispersés sur le 
génome, soit de la transcription d'un 
gène unique donnant naissance à 
plusieurs ARN messagers (ARNm) 
par épissage différentiel des exons, et 
c 'est surtout au niveau transcription­
ne! que s 'opère le contrôle de 

l 'expression génétique .  L 'étape sui­
vante a consisté à définir précisément 
les séquences qui jouent un rôle dans 
cette régulation. L ' analyse fonction­
nelle fondée sur les expériences de 
transfection dans les cellules muscu­
laires a permis 1' identification de 
régions d 'ADN,  dans le promoteur 
ou même à plus grande distance du 
site d' initiation de la transcription, 
qui sont essentielles à la fois pour 
1' activation transcriptionnelle et 
1 'expression spatio-temporelle spécifi­
que . 1 Les lignées m yogéniques 

comme modèle de 
différenciation 

Une fois ces motifs déterminés, il a 
été possible d ' identifier des protéines 
qui se l ient à ces séquences et confè­
rent la régulation. L 'approche clas-
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sique a consisté à utiliser les motifs 
régulateurs comme matrices pour pié­
ger, dans des extraits nucléaires, les 
protéines capables de s 'y  fixer. Plu­
sieurs facteurs transcriptionnels de 
type ubiquitaire ont ainsi été carac­
térisés et se sont révélés parfois agir 
aussi sur les promoteurs de gènes 
musculaires, mais le (ou les) fac­
teur( s) spécifiquement myogénique( s) 
n 'avaient pu être identifiés. En 
revanche, dans d'autres systèmes de 
différenciation cellulaire , comme la 
cellule hépatique par exemple , des 
facteurs spécifiques ont été identifiés 
par cette approche. Dans le cas du 
muscle, une tout autre démarche a 
donné des résultats étonnants. La 
stratégie utilisée concerne non seule­
ment la question des facteurs de 
transcription spécifique mais aussi 
celle plus large des effecteurs de la 
différenciation cellulaire. La différen­
ciation des cellules musculaires passe 
obligatoirement par la transition des 
myoblastes, cellules mononucléées se 
divisant, en myotubes multinucléés 
exprimant les différents marqueurs de 
la myogenèse. Depuis l ' isolement, 
dans les années soixante-dix ,  de 
lignées cellulaires dérivées du muscle, 
il est possible de reproduire in vitro 
cette transition myoblaste/myotube et 
de l ' étudier au niveau moléculaire . 
Ces lignées myogéniques, qui ont 
joué un rôle essentiel dans la mise en 
évidence des motifs d'ADN impliqués 
dans la transcription, n 'ont pourtant 
pas permis , à l 'origine, de découvrir 
un facteur spécifique et il a fallu faire 
appel à une lignée de . . .  fibroblastes ! 

1 Conversion myogénique 
de la lignée fibroblastique 
10T 1/2 par les facteurs 
de régulation 

Cette étude a eu comme point de 
départ l 'existence d'une lignée cellu­
laire multipotentielle : la l ignée 
embryonnaire C3H1 0T1 /2 ( 1 0T1 /2) 
de fibroblastes de souris, isolée il y 
a de nombreuses années [2 ]  et sus­
ceptible de se différencier en cellules 
musculaires [ 3 ] .  En effet, la crois­
sance des fibroblastes 1 0Tl/2 en pré­
sence de 5-azacytidine (analogue 
structural non méthylable de la cyti­
dine) les conduit à se convertir en 
trois types cellulaires d'origine méso­
dermique : tissu adipeux, cartilage et 

muscle (figure 1) [ 4] . Cette lignée per­
met donc d'étudier l'étape précoce de 
la myogenèse qui détermine une cel­
lule mésodermique non différenciée à 
devenir un myoblaste . C 'est cette 
étape que l ' on a appelée la détermi­
nation. On savait déjà  que l 'hypo­
méthylation des gènes est souvent 
associée à leur activation. Après 
incorporation de la 5-azacytidine (res­
ponsable de l 'hypométhylation) dans 
1 'ADN des cellules 1 OTl/2 , on 
observe avec une fréquence élevée la 
formation de myoblastes (de 20 % à 
50 % ) ,  ainsi que d 'adipocytes (7 % 
à 28 % )  et de chondrocytes ( 1 % à 
7 % )  [3-6) . La conversion des cellu­
les 1 0T1/2 par la 5-azacytidine a 
fourni un  modèle d ' abord à 
Konieczny et Emerson [6] et plus 
récemment à Lassar et al. [7] • pour 
étudier les gènes de régulation impli­
qués dans la détermination des cel­
lules musculaires .  Ces derniers 
auteurs ont montré que l ' introduction 
de l 'ADN génomique des aza­
myoblastes * dans les cellules d'ori­
gine les convertit en myoblastes sta­
bles, et cela même en absence de 
5-azacytidine. C 'est plus particulière­
ment la modification (probablement 
une déméthylation) d 'un seul locus 
qui permet la conversion myogénique 
des cellules 1 OTl/2 .  L 'ADN génomi­
que des cellules non traitées à la 
5-azacytidine est dépourvu de cette 
capacité .  Un clone génomique Myd 
humain, dont la séquence reste 
encore inconnue, est capable à lui 
seul de convertir les cellules 1 0Tl/2 
en myoblastes [8] . 
En fait , la stratégie qui a permis 
d 'isoler et de caractériser complète­
ment le premier ADNe codant pour 
un facteur responsable de la conver­
sion myogénique est l 'hybridation 
différentielle . L ' idée de départ était 
d 'isoler une séquence responsable de 
la détermination des myoblastes. La 
technique consiste à hybrider la 
population des ADNe des aza­
myoblastes avec l' ARN polyA + * * 
des cellules originelles 1 0T1/2 non 

• Azamyoblastes : myoblastes obtenus apres traitement 
de la lignée 1 OTJ/2 par la 5-azacytidine. 
• • ARN polyA + : fraction des ARN, les messa­

gers inclus, comportant une suite d'acides adényliques 
en position 3 '. 
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Figure 1 .  La croissance des fibroblastes 1 0T1/2 en présence de 
5-azacytidine conduit à la conversion de cette lignée principalement en 
myoblastes mais aussi en adipocytes et chondrocytes. 

traitées. Tous les ADNe qui n 'hybri­
dent pas à l' ARN 10T1/2 sont spé­
cifiques du stade myoblaste. Plusieurs 
d'entre eux ont été utilisés comme 
sondes pour cribler une banque 
d'ADNe de myocytes, et parmi les 
clones obtenus, Davis et al. [9] ont 
effectivement montré que l 'un d'eux 
était capable de convertir les cellules 
1 0Tl/2 en myoblastes stables .  La 
séquence de cet ADNe révèle qu' il 
code pour une protéine, M yoD 1 ,  
pour " Myoblast Determination gene num­
ber 1 " ·  Le gène MyoDJ est normale­
ment exprimé in vivo dans le muscle 
squelettique et in vitro dans les myo-
mis n ° 7 vol. 6, septembre 90 

blastes en division et les myotubes 
différenciés, mais non dans les cellu­
les 1 0Tl/2 non différenciées, ni dans 
celles des muscles cardiaque ou lisse. 
MyoDJ est capable de convertir 
d'autres lignées d'origine mésodermi­
que (adipocytes) et d 'activer spécifi­
quement l 'expression de gènes mus­
culaires dans des lignées d'origine 
ectodermique (mélanome et neuro­
blastome) ou endodermique 
(hépatocytes) [ 10 ] .  
D'autres séquences régulatrices ont 
été recherchées dans les myoblastes 
déjà déterminés et sur le point de se 
différencier, mais avant que n 'appa-

raissent les marqueurs spécifiques du 
muscle. Dans ce cas, il s 'agissait plu­
tôt de rechercher une séquence de dif­
férenciation et c 'est encore l 'approche 
par criblage différentiel qui fut déter­
minante. C 'est la lignée L6 de myo­
blastes de rat, donc déjà  déterminée, 
qui a été utilisée . Cette lignée est 
incapable de se différencier en pré­
sence de 5-bromo-2 ' -déoxyuridine 
(BrdU) ,  qui est un analogue de la 
thymidine [ 1 1 ] ,  à part quelques colo­
nies qui parviennent à surmonter ce 
blocage. Dans ce cas, l 'hybridation 
différentielle est réalisée entre les 
ADNe de cellules sensibles non diffé­
renciées et ceux des cellules résistan­
tes au BrdU capables de se différen­
cier et supposées donc posséder une 
plus grande quantité de facteurs de 
d ifférenciat ion [ 1 2 ] .  Un clone 
d'ADNe appelé myogénine a ainsi pu 
être isolé. L 'ARNm correspondant 
est présent à un haut niveau dans les 
myoblastes en train de fusionner et à 
un plus bas niveau dans les myotu­
bes. Il est spécifique du muscle sque­
lettique comme M yoD 1 .  On constate 
que malgré un rôle supposé différent 
de celui de MyoDJ ,  l 'ADNe myogé­
nine est lui aussi capable, comme 
MyoDJ ,  de convertir la lignée 1 0Tl/2 
en cellules myogéniques. La caracté­
risation des séquences nucléotidiques 
des clones MyoD1 et myogénine a 
révélé des domaines d 'homologie 
entre elles et montré qu' il s 'agissait 
en fait de deux gènes appartenant à 
la même famille multigénique. 
Après ces travaux initiaux, d 'autres 
laboratoires utilisèrent la séquence 
M yoD 1 comme sonde pour cribler 
différentes banques d ' AD N e .  
L 'homologue de l a  séquence myogé­
nine chez la souris a déjà  été 
isolé [ 1 3] .  Par ailleurs, deux ADNe, 
Myf-3 et Myf-4, respectivement 
homologues à MyoD1 et myogénine, 
ont été isolés à partir d 'une banque 
d 'ADNe de muscle squelettique de 
fœtus humain [ 1 4] . L 'ADNe Myf-5 
issu de la même banque code, lui ,  
pour un facteur myogénique de régu­
lation (le troisième) différent de 
MyoD1 et de la myogénine et capa­
ble comme eux de convertir la lignée 
1 0Tl /2 [ 1 5 ] .  Un quatrième facteur, 
MRF4, p rovient d ' u ne banque 
d 'ADNe de muscle squelettique de 
rat adulte [ 1 6] et équivaut à Myf-6 
chez l ' homme [ 1 7 ] et à l 'herculine ---• 
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chez la souris [ 18] . Ce quatrième fac­
teur présente les mêmes propriétés 
que les ADNe MyoD1 ,  myogénine et 
Myf-5,  mis à part qu'on ne le 
détecte dans aucune des lignées myo­
géniques testées et qu'il est prédomi­
nant dans le muscle squelettique 
adulte de chacune des espèces. Les 
auteurs n 'ayant pas cru bon de se 
mettre d 'accord sur une nomencla­
ture commune, il est conseillé de se 
reporter au Tableau 1 qui indique les 
différents noms des quatre facteurs 
en fonction de l 'espèce . 
On remarque que la conversion des 
cellules 10T1/2 en myoblastes est 
obtenue par n ' importe lequel des 
quatre ADNe, à la condition que ce 
dernier soit sous le contrôle d'un pro­
moteur fort (type LTR viral) mais 
qu'en revanche, avec l'ADN génomi­
que des azamyoblastes, les promo­
teurs naturels suffisent .  La famille 
multigénique comprenant MyoDJ et 
myogénine contient également Myf-5 et 
MRF4 mais pas le gène myd qui doit 
appartenir à une classe différente de 
gènes régulateurs ( 1 4] .  Si les facteurs 
de régulation ont été à l 'origine mis 
en évidence chez les mammifères 
(souris, rat et homme), la famille 
multigénique qui leur a donné nais­
sance est conservée au cours de l' évo­
lution puisqu'on retrouve des séquen­
ces homologues à M yoD 1 chez le 
poulet ( 1 9 ] , la cail le [ 2 0 ] , le 
xénope (2 1 ,  22] et la drosophile [23 ] .  

1 Expression des gènes 
de régulation dans les 
cellules musculaires 

L'expression constitutive du gène 
MyoDl dans les azamyoblastes 
10Tl/2 en division précède celle du 
gène myogénine plutôt caractéristique 
du myoblaste terminal sur le point de 
se différencier. Les deux transcrits 
continuent d'être présents dans les 
myotubes différenciés, mais dans la 
lignée L6, par exemple, le niveau des 
transcrits myogénine est nettement 
plus faible que dans les myoblaste . 
Alors que toutes les lignées myogé­
niques différenciées expriment le gène 
myogénine, certaines d 'entre elles (les 
lignées BC3H, L6 et L8) restent 
négatives pour MyoD1 mais positives 
pour M yf-5 aux stades myoblaste et 
myotube. Dans d'autres lignées (P2 , 
MM 14), alors que MyoD1 est abon-

dant, Myf-5 n 'a pas été détecté par 
les techniques utilisées [ 14 ,  24, 25] . 
Le facteur Myf-5 est-il capable de 
jouer le rôle de MyoD1 dans les 
lignées négatives pour ce dernier (et 
réciproquement) ou bien les lignées 
ne reproduisent-elles pas plutôt des 
« morceaux choisis » différents du 
programme embryonnaire ? 
L' isolement d 'une lignée C2 induc­
tible de cellules de souris permet de 
mieux appréhender les relations entre 
les différents facteurs. Sans induc­
teur, ces cellules, qui sont pourtant 
des myoblastes déterminés, ne se dif­
férencient que très peu et n'expri­
ment pas MyoD1 (26] . En présence 
de l ' inducteur, elles se différencient 
en myotubes et expriment MyoD1 au 
cours de la différenciation terminale 
des cellules (26] .  Les transcrits myo­
génine ne sont trouvés ni dans les 
myoblastes C2 classiques ni dans les 
myoblastes inductibles et n 'apparais­
sent qu 'au stade myotube. Les fac­
teurs MyoD1 et myogénine ne sont 
donc pas nécessaires pour le maintien 
du phénotype myoblastique. MyoDJ 
ne serait pas le premier gène de 
régulation entrant en action, comme 
cela avait été supposé, mais agirait 
plutôt en augmentant la probabilité 
de différenciation des myoblastes 
[voir aussi 2 7 ] .  Dans les cellules C2 
inductibles qui n 'expriment ni le 
gène MyoDJ ni le gène myogénine au 
stade myoblaste, on détecte les trans­
crits Myf-5 dont le niveau décroît au 
cours de la différenciation des cellu­
les (D. Montarras et C .  Pinset, com­
munication personnelle). Ces résultats 
suggèrent que le gène Myj-5 est 
exprimé plus tôt dans les myoblastes 
présomptifs et pourrait agir en amont 
de MyoDl et de myogénine dans le pro­
cessus de détermination. Le gène 
MyoDl est exprimé plus tardivement 
dans les myoblastes et participerait 
avec le gène myogénine à la différen­
ciation des myoblastes C2  en myotu­
bes . L 'expression des transcrits 
MRF4 n 'est détectée dans aucune 
des lignées myogéniques qui ont été 
testées [ 1 6 ] .  
L'étude de l 'expression de  ces fac­
teurs in vivo démontre qu'ils sont spé­
cifiques du muscle squelettique. 
MyoDl, myogénine et Myj-5 sont expri­
més à un plus haut niveau chez le 
fœtus que chez l 'adulte (9 ,  1 2 ,  14 ] ,  
alors que les transcrits MRF4 appa-
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Tableau 1 

NOM DES QUATRE FACTEURS MYOGÉN IOU ES 
SELON L' ESPÈCE C O N S I DÉRÉE 

souris 

1 MyoD 1 
2 myogén i ne 
3 Myf-5 
4 hercul ine 

raissent dans le fœtus tardif et sont 
prédominants chez l ' adulte [ 1 6 ] .  Il 
est évidemment important de savoir 
à quel moment ils apparaissent au 
cours de l 'embryogenèse et si leur 
expression précède bien la formation 
des muscles. Les expériences d 'hybri­
dation in situ sur des coupes 
d'embryons de souris démontrent 
que les premiers transcrits sont déce­
lables dans les somites dont le com­
partiment myotomal contient les cel­
lules précurseurs des muscles squelet­
tiques [28 ] .  Certains gènes de protéi­
nes contractiles comme les actines 
sont également exprimés très tôt dans 
les somites alors que d 'autres (gènes 
des chaînes lourdes de la myosine) 
sont transcrits plus tardivement. Au 
cours de l 'embryogenèse, les gènes 
MyoDJ , myogénine et Myf-5 présentent 
des cinétiques d'expression différen­
tes qui sont détaillées dans 1' article 
de M.O.  Ott, B. Robert et M. Buc­
kingham de ce numéro. 1 Propri�t�s des facteurs 

myogemques 

• Autorégulation positive 
Comme cela a déjà été observé pour 
certains gènes de la drosophile (fushi 
tarazu, ultrabithorax ou deformed) parti­
cipant à la détermination de l '<< archi­
tecture >> de l ' insecte, le gène MyoDJ 
est sujet à une autorégulation posi­
tive. La transfection des fibroblastes 
1 0T1/2 par un vecteur d'expression 
contenant soit une séquence M yoD 1 ,  
soit une séquence myogénine sous 
contrôle d'un promoteur fort active 
la transcription du gène endogène 
MyoDJ dans ces cellules [29 ] .  De plus 
la transfection par un ADNe MyoD1 
mis n ° 7 vol. 6, septembre 90 

rat homme 

Myf-3 
myogén i n e Myf-4 

Myf- 5 
M R F4 Myf- 6 

conduit à 1 'activation du gène rnyogé­
nine endogène [29 ] . L'expression 
constitutive de MRF4 dans les cellu­
les 10 T1/2 déclenche la conversion 
myogénique ainsi que l 'expression 
des gènes MyoDJ et rnyogénine [ 1 6 ] .  
Au  contraire , l e  gène MRF4 endo­
gène n'est pas activé par la transfec­
tion des cellules par une séquence 
MyoD1 ou myogénine [ 1 6] . Dans la 
cellule, l 'autorégulation positive pour­
rait présenter au moins deux avan­
tages : tout d 'abord maintenir en 
activité de manière autonome et sta­
ble des gènes régulateurs essentiels et 
aussi amplifier la quantité de facteurs 
jusqu 'à un seuil critique requis pour 
le déclenchement de la différenciation 
terminale. 
• Inhibition de M yoD 1 par les 
oncogènes ou les facteurs de 
croissance 
Les proto-oncogènes sont connus 
aujourd'hui pour jouer un rôle au 
cours du cycle cellulaire et de la dif­
férenciation des cel lules [ 3 0 ] . 
L'expression d 'oncogènes transfor­
mants est capable d' inhiber la diffé­
renciation de lignées cellulaires .  Par 
exemple, l 'expression de l 'oncogène 
activé ras empêche la différenciation 
terminale des cellules musculai­
res [ 3 1 ] .  Des myoblastes déterminés 
restent toujours capables de prolifé­
rer alors que leur différenciation ter­
minale en myotubes et leur prolifé­
ration sont deux phénomènes qui 
s 'excluent mutuellement. En effet, la 
différenciat ion des myoblastes 
s ' accompagne obligatoirement de 
l 'arrêt en phase G 1 du cycle cellu­
laire, et c'est le moment où l 'on 
observe, par exemple, une chute des 
transcrits du proto-oncogène c-

mye [32 ] .  L 'expression de l 'oncogène 
ras activé dans les azamyoblastes 
10T1/2 ou C2 inhibe l ' expression du 
gène MyoDJ dans les myoblastes ,  leur 
différenciation en myotubes, ainsi 
que l 'expression de la plupart des 
marqueurs spécifiques du programme 
myogénique [33, 34] . Cette inhibition 
est levée par l 'expression, dans les 
myoblastes transformés par ras (ou 
fos), d 'un  rétrovirus portant la 
séquence M yoD 1 ,  suffisante pour ré­
activer le programme myogénique . 
On peut en quelque sorte titrer 
MyoD1 par un oncogène tel que ras. 
Au vu de l 'homologie des facteurs de 
la famille MyoD1 avec le proto­
oncogène c-rnyc (voir section sui­
vante), on peut proposer que le pro­
duit d'un proto-oncogène entre en 
compétition avec un ou plusieurs de 
ces facteurs myogéniques pour se lier 
à un autre effecteur clé (inconnu) de 
la différenciation myogénique. La dif­
férenciation des myoblastes pourrait 
alors être contrôlée par les niveaux 
relatifs des transcrits respectifs des 
deux compétiteurs . Cette hypothèse 
permettrait de comprendre pourquoi 
on doit forcer l 'expression des ADNe 
du type MyoD1 au moyen d'un pro­
moteur fort afin d'obtenir la conver­
sion des lignées. En effet, le niveau 
élevé de facteurs myogéniques ainsi 
produits permettrait _!le contrebalan­
cer l 'effet antagoniste des oncogènes 
que l 'on peut supposer abondants 
dans les lignées cellulaires transfor­
mées, lesquels oncogènes maintien­
nent l e s  cel lules  en div is ion 
permanente. 
L 'addition du facteur de croissance 
FG F (fibroblastic growth factor ou TG F­
{3 (transforming growth factor {3) dans des 
cultures de myoblastes produit une 
inhibition de la différenciation myo­
génique en réduisant le niveau des 
transcrits M yoD 1 dans ces cell u­
les [35 ] .  A la différence de l ' inhibi­
tion produite par l 'oncogène ras, 
l ' express ion cons t i tu t ive d ' une  
séquence MyoD1 est incapable de 
surmonter ce blocage produit par 
FGF ou TGF-{3. 
• Les différents domaines de 
MyoD 1 
L'unique phase de lecture de l 'ADNe 
M yoD 1 code pour une protéine de 
3 1 8  acides aminés présentant plu­
sieurs caractéristiques des protéines se 
liant à l 'ADN [9 ] .  Les différents 
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domaines de la protéine M yoD 1 à 
partir de l 'extrémité NH2-terminale 
sont : une regwn acide (résidus 
1 -6 1 ), un domaine dit en « doigts à 
zinc , (résidus 62- 10 1 )  riche en rési­
dus cystéine et histidine , ce domaine 
présentant de l ' affinité pour  
l 'ADN [36] , une région fortement 
basique (résidus 102-104) et près de 
celle-ci une région de 22 acides ami­
nés (résidus 1 4 1 - 1 62) appelée région 
mye parce que très homologue à un 
domaine conservé des protéines 
transformantes codées par la famille 
des gènes cellulaires mye (N-mye, L­

mye et C-mye) (figure 2). La protéine 
M yoD 1 est phosphorylée. La pré­
sence des régions basique et mye est 
nécessaire et suffisante pour obtenir 
la conversion des fibroblastes 10T1/2 
en myoblastes stables. La région 
basique suffit , quant à elle, à assu­
rer la localisation nucléaire de la pro­
téine, aussi bien dans les myoblastes 
que dans les myotubes [37] . Cette 
localisation particulière de MyoDJ 
suggère qu'il s 'agit d'une protéine se 
liant à l 'ADN. Bien que cela reste 
encore à démontrer, la région acide 
de la partie N-terminale de MyoDl 
est un domaine pouvant jouer le rôle 
d'activation dans la transcription des 
gènes auxquels se fixerait MyoDl .  En 
effet, ce type de séquence est connu 

Liaison avec l'ADN 

n 
Région 
basique 

pour activer la transcription de gènes 
sous le contrôle de promoteurs natu­
rels ou hétérologues [voir 38] . 

1 La super-famille 
des protéines mye 

Les quatre ADNe du type MyoD1 
codent pour des protéines différentes 
mais qui partagent entre elles un 
domaine conservé d'environ 60 acides 
aminés comprenant à la fois la région 
basique, servant à la fixation à 
l 'ADN, et la région mye. Ce domaine 
conservé est justement celui qui est 
essentiel à la conversion des fibro­
blastes 10Tl/2 [37 ] ,  ce qui suggère 
qu'il a probablement une fonction 
commune dans les trois facteurs . I l  
a été également retrouvé dans deux 
protéines humaines, E 1 2  et E47 ,  qui 
se lient au enhancer de la chaîne K des 
immunoglobulines (39 ] ,  ainsi que 
dans quatre protéines régulatrices de 
la drosophile : aehaete-scute (As-C) ,  
impliquée dans la  détermination neu­
ronale [ 40] ,  daughterless (da), essen­
tielle pour la détermination du sexe 
et du système nerveux périphéri­
que [ 4 1 ] ,  twist, qui intervient au 
moment de la gastrulation [42 ] ,  et 
enhaneer of split, exprimé au cours de 
la neurogenèse [ 43] (figure 3) . A 
l ' intérieur de cette super-famille, on 

l HLH (dimer.) 

Région Doigts ,1 ----'+L....-.,1 acide à zinc mye 

t- m m •······••• _L...-_____ _____. 
62 102 t 14 1  t 

1 25 1 63 

1 .. 
Conversion 

Fibr. � Myobl. 

31 8  

Figure 2 .  Les différents domaines de la protéine MyoD1 e t  leurs fonc­
tions. HLH = helix-loop-helix pour hélice-boucle-hélice. Le premier résidu de 
chaque domaine est indiqué par sa position dans la chaÎne. 
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: 1  1 I l  1 1 1 1 : : 1 1 : 1 1 

NQRVMANVRERQRTQS LNDA F KS LQQ I  I PT LP-S DKL-SK I QT L K LATRY I D F LCRM LS 

Région basique 

Figure 3. Alignement de six protéines appartenant à la super-famille des protéines mye, au niveau des régions 
basique et HLH. L 'identité entre acides aminés est notée par un trait et la similarité par des pointillés, seulement 
lorsque les six protéines sont concernées. 

distingue les facteurs ubiquitaires 
(E12 ,  E47 et daughterless) ,  les facteurs 
à spécificité tissulaire (MyoDl ,  myo­
génine, Myf-5 ,  MRF-4 et achaete­
scute) et les protéines mye . Cette 
super-famille regroupe des facteurs 
issus d'espèces différentes qui sont 
essentiels à la différenciation de gran­
des voies ontogéniques comme la 
myogenèse ou la neurogenèse. 

et s 'offrent ainsi à d'éventuelles inte­
ractions avec d'autres protéines (voir 
section sur la dimérisation). Selon ce 
modèle, les résidus lysine et arginine 
de la région basique sont au contact 
des groupements phosphates acides 
de l 'ADN et contribuent ainsi à la 
fixation du facteur. 

MyoD 1 se lie par sa 
région basique au 
enhancer amont 
du gène de la créatine 
kinase musculaire 

sion spécifique du gène CKM et sur 
lequel ont porté les expériences de 
liaison avec MyoDl . Le domaine 
minimal de MyoDl requis pour l ' inte­
raction spécifique comprend les 
régions basique et nryc, c'est-à-dire 
celles mêmes qui permettent la con­
version des fibroblastes . L 'analyse 
fonctionnelle, fondée sur les expérien­
ces in vitro de retardement sur gel, de 
compétition et d ' interférence à la 
méthylation, a montré que MyoDl est 
capable d ' interagir directement avec 
deux sites distincts situés dans l 'acti­
vateur amont [ 45] . Ces deux sites G 
(gauche) et D (droit) contiennent tous 
les deux une séquence CANNTG * et 
apparaissent ne fixer que des facteurs 
à spécificité musculaire. En effet, 
dans les myotubes de deux lignées 
myogéniques (C2C 1 2  et MM 1 4) ,  
Buskin e t  Hauschka ont identifié un 
facteur protéique musculaire, MEF - 1 ,  
qui se fixe au site D de l ' activateur 
amont ainsi qu'à  l ' activateur du pre­
mier intron [46 ] .  La liaison avec 
MEF- 1 n 'est pas détectable dans les 

• C : acide cytidylique ; A : acide adénylique ; T : 
acide thymidylique ; G : acide guanylique ; N : un 

L'alignement des séquences en acides 
aminés des facteurs appartenant à la 
super-famille des protéines mye mon­
tre une répartition similaire de cer­
tains résidus hydrophiles et hydro­
phobes dans les régions basique et 
mye (figure 3) [39] . La région basique 
est immédiatement suivie d 'un 
domaine incluant la région mye, 
lequel est susceptible de prendre dans 
1 ' espace une conformation en 
" hélice-boucle-hélice '' (helix-loop-helix 

= · HLH) (figure 2). Les deux hélices 
ex sont reliées entre elles par un feuil­
let {3 en forme de boucle [ 44] . On 
retrouve cette structure HLH dans 
certains facteurs transcriptionnels qui 
se lient à l 'ADN. Cette représenta­
tion hypothétique montre que les aci­
des aminés hydrophobes sont concen­
trés d'un seul côté de chaque hélice 

La première démonstration que 
MyoDl se lie directement à l 'ADN et 
peut agir comme facteur transcrip­
tionnel sur un gène musculaire vient 
des résultats obtenus avec le gène de 
la créatine kinase musculaire (CKM). 
Ce gène, qui est exprimé au cours de 
la transition des myoblastes en myo­
tubes, contient deux éléments ac_tiva­
teurs (enhancers) , un en amont du pro­
moteur, l 'autre dans le premier 
intron du gène. Ces deux éléments 
sont essentiels pour une expression 
spécifique du gène au niveau des 
muscles. C'est l 'activateur amont qui 
est le plus important pour l 'expres- nucléotide quelconque A, C, G ou T ---
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myoblastes .  Il a été montré que 
MEF- 1 et MyoDl ont des détermi­
nants antigéniques communs, mais 
on ne peut pas encore conclure qu ' il 
s 'agit de la même protéine [45 , 47] .  
Le fait que les deux sites G et D 
soient nécessaires à 1 'expression du 
gène CKM ne prouve pas que MyoDJ 
joue le rôle de facteur transcription­
ne! in vivo, d'autant plus que l 'on sait 
que le gène MyoDJ peut être exprimé 
de manière constitutive dans les myo­
blastes en absence des transcrits 
CKM et de ceux d'autres gènes mus­
culaires (actines, myosines, etc . ) .  
Le  problème se pose de  savoir com­
ment MyoDJ agit différemment dans 
les myoblastes et les myotubes et s ' il 
se fixe in vivo aux promoteurs de 
gènes musculaires. Les empreintes à 
l 'ADN des différents facteurs se liant 
à l ' activateur amont du gène CKM 
ont été détectées in vivo par utilisa­
tion de la technique nouvelle de la 
PCR (polymerase chain reaction) [24] . 
Les interactions ADN/protéines ne 
sont détectées par cette technique que 
dans les myotubes où le gène CKM 
est activement transcrit . Dans les 
myoblastes, où ils sont présents, les 
facteurs spécifiques ou ubiquitaires 
restent incapables de se fixer à l 'acti­
vateur, soit par inaccessibilité au 
niveau de la chromatine, soit qu'eux­
mêmes doivent subir des modifica­
tions post-traductionnelles pour pou­
voir interagir. 
Puisque la région d'homologie entre 
les protéines mye contient la  
séquence basique de liaison à l'ADN, 
il était logique de penser qu'elles 
puissent reconnaître des sites com­
muns. C 'est le cas des protéines 
MyoDl ,  myogénine, E 1 2  et E47 qui 
sont capables de se lier à un même 
site de 1 'ADN [ 45 ] .  Plusieurs gènes 
exprimés spécifiquement au niveau 
du muscle présentent des séquences 
consensus de type MyoDJ et les 
exemples suivants sont issus de publi­
cations aussi bien que de communi­
cations personnelles aimablement 
données par les chercheurs eux­
mêmes : le enhancer 3' du gène des 
chaînes légères de la myosine de 
rat [ 48] , les promoteurs de plusieurs 
gènes : la chaîne légère de la myo­
sine embryonnaire de souris 
(F .  Catala), les tropomyosines a et {J 
de poulet (M.Y .  Fiszman), la chaîne 
lourde de la myosine liB de souris 
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(S. Takeda) et le enhancer 5 '  du gène 
de la sous-unité a du récepteur de 
l 'acétylcholine de poulet [49] . Sauf 
dans le cas de ce dernier et du gène 
CKM, on ne sait pas encore si la 
fixation de MyoDI est requise pour 
l ' activation de tels gènes, mais il est 
probable que certains cas ressemblent 
à la situation du gène CKM. 

La substitution du domaine HLH de 
MyoD par la séquence analogue de 
la protéine achaete-scute de la droso­
phile n'a pas d'effet in vitro ni sur la 
liaison à l 'ADN ni sur l 'expression 
des gènes musculaires dans la lignée 
C3H10Tl/2 [50] . En revanche, si le 
remplacement de la région basique 
de MyoD par celle d 'une autre pro­
téine mye n 'empêche pas la fixation 
à l 'ADN, il bloque le déclenchement 
du programme myogénique .  Cela 
démontre que les domaines basique 
et HLH fonctionnent de manière 
indépendante et suggère également 
que la région basique doit contenir 
un sous-domaine nécessaire à 1 'acti­
vation des gènes musculaires [50] . 1 Les facteurs spécifiques 

et ubiquitaires se lient 
au site MyoD 1 sous forme 
hétérodimérique 

La disposition des résidus hydropho­
bes d 'un seul côté des hélices a du 
domaine HLH indiquait déjà que les 
protéines HLH pouvaient se fixer à 
l 'ADN sous forme de dimère en 
associant leurs parties hydrophobes 
respectives (figure 4). Les régions 
HLH des facteurs sont responsables 
de la dimérisation . Des expériences 
réalisées in vitro ont montré que la 
formation de tels dimères a effective­
ment lieu . Les facteurs ubiquitaires 
E 1 2 ,  E47 et daughterless (da) peuvent 
se combiner aux facteurs spécifiques 
MyoDJ et achaete-scute (As-C) pour 
engendrer des hétérodimères 
(E1 2/MyoD 1 ,  E47/MyoD1 ,  E1 2/As­
C ,  E47/As-C , As-C/da) qui se lient 
spécifiquement à la même séquence 
KE2 [5 1 ] .  Celle-ci est localisée dans le 
enhancer du gène de la chaîne K des 
immunoglobulines. Ces hétérodimères 
présentent - en général - une 
meilleure affinité pour le site KE2 que 
les homodimères (MyoDl /MyoDl ,  
E4 7 /E4 7) .  Alors que certaines com­
binaisons d'hétérodimères (ex. : myo­
génine/E 1 2) présentent une grande 
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Figure 4.  Schéma hypothétique de l'interaction entre l'hétérodimère 
MyoD 1/E12 et le « enhancer , amont du gène de la créatine kinase mus­
culaire (CKM}. La disposition des domaines HLH permet leur interaction au 
niveau des résidus hydrophobes. La fixation à l'ADN se fait au niveau des 
régions basiques (8). 

affinité pour l 'ADN [52 ] ,  d ' autres 
restent incapables de former un com­
plexe avec l 'ADN comme les hétéro­
dimères utilisant la protéine N-myc. 
On ne sait pas encore si un hétéro­
dimère qui se lie in vitro à l 'ADN est 
actif in vivo, mais cela devient bien 
sûr une base de travail. 
Récemment, un nouveau facteur ubi­
quitaire, Id (inhibitor of DNA binding), 
a été isolé sous forme d'ADNe [53 ] .  
Ce  facteur,  qui possède l e  domaine 
HLH, est capable de s'associer avec 
MyoD ou E12 ,  mais du fait qu' il lui 
manque la région basique, l 'hétéro­
dimère ainsi formé reste incapable de 
se fixer à 1 'ADN. Le facteur Id (inhi-

bitor of DNA binding) est un facteur de 
régulation négative de la myogenèse 
qui inhibe en trans l ' activation du 
gène CKM. 

1 Conclusions 

La nature hétérodimérique du com­
plexe protéique se liant à l 'ADN 
offre à la régulation de l ' expression 
génétique une combinatoire bien plus 
riche que si le rapport était toujours 
d 'un facteur par site de liaison. C 'est 
l 'association particulière de deux fac­
teurs dans des conditions physiologi­
ques données qui déterminerait la 
spécificité transcriptionnelle, le corn-

Tableau I l  

POURC ENTAGES D'AC I D ES A M I N ÉS I D ENTIQUES 
ENTRE LES SÉQUENCES DES FACTE U R S  MYOG É N I Q U ES 

DE DI FFÉRENTES ESPÈCES 

Myo D 1 souris/xénope 
souris/poulet 
souris/homme 
poulet/cai l le 

Myogénine : sou ris/rat 

M R F4/Myf-6/Hercul ine : 

rat/homme 

souris/rat 
souris/homme 
rat/homme 

7 3 % 
80 % 
90 % 
94 % 

9 2 % 
8 5 % 

99 % 
9 5 % 
9 5 % 

643 
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plexe pouvant être formé d'un fac­
teur spécifique associé à un facteur 
ubiquitaire . Cette relation binaire 
entre les facteurs pourrait rendre 
compte à la fois de la spécificité tis­
sulaire et de l 'économie de la machi­
nerie cellulaire, un même facteur ubi­
quitaire jouant des rôles différents 
dans des tissus distincts. D 'autres 
familles de protéines nucléaires Oun, 
Fos, ATF/CREB) se lient à l 'ADN 
uniquement sous forme d'homodi­
mère ou d'hétérodimère et montrent 
ainsi que la dimérisation des facteurs 
transcriptionnels joue un rôle essen­
tiel dans la régulation de l 'expression 
génétique [54] . 
On a vu qu'une courte portion con­
servée d 'acides aminés (60) ,  compre­
nant les régions basique et mye , est 
douée d 'un grand nombre de pro­
priétés : la conversion des fibroblas­
tes en myoblastes, la fixation à 
l 'ADN et une structure HLH per­
mettant la formation d'hétérodimères. 
A quelques exceptions près ,  l 'homo­
logie se borne à ce domaine particu­
lier lorsque l 'on compare entre elles 
les séquences protéiques des quatre 
facteurs connus . Pourtant la conser­
vation est bien plus étendue si on 
compare deux gènes homologues 
dans différentes espèces (Tableau II, 
p.  précédente) . On constate que le 
pourcentage d'homologie est presque 
toujours supérieur à 80 % et que 
même pour deux espèces (souris et 
xénope) ayant divergé depuis très 
longtemps, leurs séquences MyoDl 
restent homologues à 73  % .  Il n 'y  a 
donc pas seulement les régions basi­
que et mye qui sont importantes 
dans la fonction des facteurs et les 
autres domaines conservés entre espè­
ces pourraient éventuellement inter­
venir au niveau des interactions pro­
téine/protéine, puisqu' ils ont été 
sélectionnés par 1 'évolution . 
L'ordre dans lequel se fait l 'activation 
des quatre gènes régulateurs du type 
MyoD l ,  leur importance hiérarchique 
au cours des événements conduisant à 
la formation des fibres musculaires 
ainsi que leur rôle exact respectif com­
mencent à peine d 'être entrevus .  Il 
n 'est pas exclu qu'à l ' intérieur de la 
population de myoblastes déterminés 
mais non différenciés , i l existe plu­
sieurs classes différentes de cellules sus­
ceptibles d 'exprimer des facteurs de 
régulation distincts [55]  • 

Summary 
Specifie myogenic regulation 
factors 

A differentiai cloning strategy 
based on the unique properties of 
the fibroblast C3H10Tl/2 cell 
line , resulted in 1 987 in the iso­
lation and the characterization of 
the first eDNA clone coding for 
the myogenic factor MyoD l .  
Since this date, three additional 
myogenic regulatory sequences 
have been i solated as cDNAs and 
characterized : myogenin, Myf-5 
and MRF4. Each sequence is able 
to convert the fibroblast cell line 
to myoblasts which can differen­
tiate into myotubes. These regu­
latory proteins share a common 
domain of approximately 60 
amino acids including both a basic 
region , allowing fixation to the 
DNA, and a helix-loop-helix 
domain found in other regulatory 
proteins such as mye. Experime?ts 
demonstrate that these protems 
can act as transcriptional regula­
tors of muscle expression. Their 
expression is specifie to skeletal 
muscle cells and they have diffe­
rent patterns of expression . 
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