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SOMMAIRE

ZPK est une nouvelle prot^ine s^rine/thr^onine kinase cytoplasmique dont la fonction cellulaire

n'est pas encore 6tablie. Dans Ie but d'^lucider son role potentiel au cours du d6veloppement

embryonnaire, nous avons effectu^ une analyse spatiale et temporelle de 1'expression de

1'ARNm de ZPK par hybridation m situ sur des embryons de souris entre les jours 11.5 et 17.5

de la p6riode de gestation. La premiere expression de ZPK est d6tect6e dans les cellules

neuro6pith61iales du cerveau d6s Ie jour 11 du d^veloppement embryonnaire. Avec Ie temps,

on observe une expression de ZPK dans la couche granulaire de la peau, dans les cellules

6pith61iales des vUlosit^s intestinales, dans les cellules acineuses du pancr^as ainsi que dans les

cellules 6pifh61iales des tubules r6naux. Cette expression survient uniquement dans ces organes

au moment oi ces populations de ceUules entament des 6v6nements morphog6n6tiques associ^s

au processus de diff^renciation tei-minale. Dans 1'ensemble, les r^sultats d^montrent que ZPK

est pr6f6rentiellement exprim6 dans des populations de cellules diff6renci6es ou en voie de

diff6renciation terminale. Les r^sultats obtenus dans cette 6tude sugg^rent que ZPK jouerait

possiblement un r61e dans 1'induction ou Ie maintien de I'^tat diff6renci6 de certaines

populations de cellules.
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INTRODUCTION

L'environnement dans lequel une cellule se retrouve joue un role primordial dans la regulation

de ses activit^s intrins^ques. En fait, c'est en partie par Ie milieu que les cellules s'envoient ou

s^changent des signaux de communication. Ces signaux peuvent etre regus par la cellule sous

la fomie de molecules qui ^tablieront des interactions avec des r6cepteurs ancr6s ^ la membrane

cytoplasmique de la ceUule r6ceptrice. Ces rtepteurs prot^iques permettront de faire passer leur

signal ^ travers la membrane. Ensuite ces signaux seront achemin^s jusqu'au noyau via des

transducteurs cytoplasmiques qui sont de nature chimique ou bien prot6ique. Ceci est une

description simpliste (Tune cascade de signaux intracellulaires. En r6alit6, ces cascades

n^cessitent plusieurs ^tapes suppl^mentaires. Plusieurs activit^s cellulaires sont contr616es par

ce type de m^canisme et tout particuli^rement Ie contr61e de la proliferation et de la

diff^renciation cellulaire. II existe des prot6ines qui ont un r61e bien d6termin6 dans les

m^canismes de proliferation et de diff^renciation cellulaire. Les g6nes qui codent pour ces

prot6mes forment un groupe que 1'on appeUe les proto-oncog^nes. Hs sont presents dans toutes

les cellules mais lorsque d6r6gl6s, Us entralnent Fapparition d'un cancer. C'est pourquoi une

defense efficace centre Ie cancer demande une bonne connaissance des syst^mes normaux

(Meeting review, 1995). Les prot6ines cod^es par les proto-oncog^nes sont present dans la

cellule sous quatre formes diff^rentes (Figure 1). Elles peuvent @tre retrouv^s ^ l'ext6rieur de

la cellule sous la forme de facteurs de croissance (I), sur la cellule sous la forme de r^cepteurs

de facteurs de croissance (II) et dans la cellule en tant que transducteurs de signaux

cytoplasmiques (III) et de facteurs de transcription (IV). Ces prot6ines peuvent faire partie

cTune meme cascade de signaux (Pawson and Hunter, 1994). La fixation d'un facteur de

croissance ^ son r^cepteur est l'6v^nement d^clencheur (Tune cascade de signaux

intracellulaires. Une fois acdv6, la cascade de signaux va se poursuivre en activant des

transducteurs cytoplasmiques qui ont pour fonction de transmettre Ie signal jusqu'au noyau.

Dans Ie noyau, les transducteurs cytoplasmiques vont signaler aux facteurs de transcription

d'activer la transcription des g6nes cibles via la phosphoryladon du facteur de transcription. Les

1
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Figure 1. Localisation cellulaire des proteines codees par les proto-oncogenes. Le

controle de la proliferation cellulaire fait appel ^ quatre types de prot^ines dont les g6nes

peuvent se transformer en oncog^nes. Ces types sont des facteurs de croissance (I), des

r^cepteurs Ctl), des transducteurs (ffl) ou des facteurs intranucl^aires (TV). (Tir6 de Damell et

at,1993)



cascades de signaux intraceUulairesjouent un r61e primordial dans les m^canismes de regulation

cellulaire. Une grande famUle de prot^ines utilise ce m^canisme pour agir dans la cellule. Leur

m^canisme d'activation et de repression dans les cascades de signaux est bas6 sur la

phosphoryladon de r^sidus d'acides amin6s. On parle ici de la superfamille des prot^ines

kinases. On lui donne Ie nom de superfamille pour la distinguer des autres families qui sont

composes de beaucoup moins de membres (Hanks et Hunter, 1995).

LA SUPERFAMILLE DES PROTEINES KINASES

La superfamiUe des prot^ines kinases compte actuellement pr6s de 400 membres regroup6es en

plus de 50 groupes, families ou sous-familles clashes ainsi selon des homologies entre elles

(Hanks et Hunter, 1995). La plupart de ces prot^ines ont une origine eucaryote quoiqu'un

nombre sans cesse grandissant de prot^ines kinases sont isol^es chez d'autres organismes (Hanks

et Hunter, 1995). II existe deux grands groupes principaux de kinases. Hs se diff^rencient par

leur specificity de phosphorylation de r^sidus d'acides amin6s. On retrouve les kinases qui ont

une sp6cificit6 pour les r^sidus tyrosine et d'autres pour les r6sidus shrine et/ou thr6onine

(Pawson, 1994). U existe aussi une classe interm^diaire qui a une specificity pour les trois types

de r^sidus d'acides amin6s. On les nomme prot^ines kinases ^ double specificity de

phosphoryladon (DouvUle etai, 1994). La specificity de phosphorylation des r^sidus d'acides

amin6s repose sur des motifs tr6s sp^cifiques ainsi que du positlonnement ad^quat de la prot^ine

qui sera phosphoryVe. En fait, les prot^ines qui acceptent Ie phosphate sur les r^sidus tyrosine

seront incapable d'acc^der au site catalydque de la prot^ine kinase qui a une specificity pour les

r^sidus s6rine/thr6onine. Le contraire est aussi valide. De plus, Ie positionnement de 1'ATP

(GTP) dans Ie site catalytique empeche une phosphoryladon non-sp6cifique (Taylor et al.,

1995). On peut classer les prot^ines kinases en deux autres groupes selon certains 61^ments de

leur sequence qui influencent dtrectement leur localisation cellulaire. Les kinases peuvent etre

soit des rdcepteurs transmembranaires poss^dant un domaine transmembranaire hydrophobe, ou

soit des transducteurs cytoplasmiques libres dans Ie cytoplasme (Hanks et Hunter, 1995).



Toutes les prot6ines kinases ont des caract^risdques communes. C'est sur la base de ces

caract^ristiques communes que les kinases ont 6i6 classics. On estime que Ie nombre de g^nes

codant des prot6ines kinases varie entre 1000 et 2000 selon diff^rentes sources (Hanks et Hunter,

1995; Van Der Geer et al., 1994). Toutes les families de kinases contiennent un certain nombre

de domaines qui leurs sont caract^ristiques. Un premier domaine est Ie domaine catalytique.

C'est ^ partir de ce domaine que 1'on obtient la plus grande majority des informations pour

V identification (Tune kinase. En fait, il nous renseigne sur la specificity de phosphorylation de

la kinase et aussi sur son appartenance ^ 1'une ou 1'autre des families. On peut subdiviser Ie

domaine catalytique en 11 sous-domaines (I-XI) qui sont hautement conserves entre toutes les

kinases (Van Der Geer et ai, 1994; Yarden et UUrich, 1988). On assigne trois roles principaux

au domaine catalytique. II sert ^ la liaison et au bon positionnement de 1'ATP (GTP) ; ^ la

liaison et au bon positionnement du substrat (prot^ines); au transfert du y-phosphate de 1'ATP

(GTP) sur les r^sidus d'acides amin^s s6rine et/ou thr^onine et/ou tyrosine (Van Der Geer et al.,

1994). Dans plusieurs cas, certains domaines vont pr^ciser la localisadon cellulaire de la

prot^ine qui est cod6e par Ie g6ne. On retrouve parfois des domaines tr6s hydrophobes qui

correspondent ^ des domaines transmembranaires de r^cepteurs cellulaires. Ceci correspond

souvent ^ des s^quences-signal de localisation membranaire (cytoplasmique, nucl^aire). On

retrouve aussi des domaines qui sont associ6s au r61e ou ^ la fonction de la prot^ine. On parle

ici de domaines qui peuvent favoriser les interactions prot6ine/prot6ine lors d'une cascade de

signaux intracellulaires. Un premier de ces domaines est Ie domaine SH2 (Src homology 2)

(Schlessinger, 1994). Les domaines SH2 sont consdtu^s de 100 acides amin^s. Leur role est

de reconnaltre une sequence sp^cifique d'acides amin^s sur une ou des prot6ine(s) cible(s). Le

domaine SH2 reconnait uniquement une sequence tr6s sp^cifique qui condent une tyrosine

phosphoryl^e (Figure 2). Un autre domaine, est Ie domaine SH3 (Src homology 3)

(Schlessinger, 1994). Sa fonction est la meme que pour SH2. Cependant, Ie domaine SH3 qui

est constitu6 de 50 acides amin^s, reconnatt une sequence d'acides amin6s riche en proline et
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Figure 2. Sp^dfidte (Tinteractions des domaines SH2. La tyrosine phosphoryl^e sert

d'ancre. Les acides amin6s identifies par R rcpr6sentent la specificity de la liaison. (Tir6 et

traduit de Schlessinger, 1994)



en r^sidus hydrophobes (Schlessinger, 1994). Ces deux types de domaine sont retrouv^s dans

une multitude de prot6ines qui sont impliqu^es dans divers m^canismes cellulaires. Us sont

retrouv^s souvent ensemble dans les memes prot6ines et dans des combinaisons diff6rentes. La

presence des domaines SH2 et SH3 a permis d'^tablir une classification secondaire des prot^ines

impliqu^es dans des cascades intracellulaires. En fait, dans une cascade de transduction, il y a

des prot^ines poss6dant des domaines SH2 et SH3 qui ont une activity kinase intrins^que et

d'autres qui n'en n'ont pas. Ces demises sont des prot6ines adapteurs constitutes uniquement

de domaines de liaison ^ d'autres prot^ines de la cascade comme par exemple GRB2 (Van Der

Geer et ai, 1994). Les sites de liaison des domaines SH2 et SH3 sont retrouv^s uniquement

dans la partie cytoplasmique des r^cepteurs transmembranaires et dans les prot6ines

cytoplasmiques (transducteurs cytoplasmiques) (Schlessinger, 1994). n existe (Tautres domaines

qui peuvent favoriser des interactions prot^iques. Par exemple, les motifs leucine-zipper qui

6taient auparavant retrouv6s presque uniquement dans des facteurs de transcripdon comme c-jun

et c-fos (Holt, 1992), sont maintenant identifies dans des prot^ines kinases (famille des MLK)

(Dorow, 1993). Ensuite, certaines families de kinases poss^dent des domaines tr^s particuliers,

comme par exemple, des domaines de type "Ig like" et des domaines de reconnaissance des

cadh^rines et des flbronectines. Ces domaines sont impliqu6s g6n6ralement dans la

reconnaissance du r^cepteur et de son ligand, mats aussi peuvent servir d'ancrage pour les

interactions ceUulaires. Ces demiers types de domaines se retrouvent plus particuli^rement dans

les r^cepteurs transmembranaires (portion extracellulaire) et quelquefois dans des prot^ines

cytoplasmiques (Van Der Geer et al., 1994).

Plusieurs 6tudes ont pemiis de d6montrer 1'implicadon des kinases dans plusieurs processus

cellulaires. En fait, les kinases sont impliqu6es dans la regulation de 1'expression des g6nes

(Hunter et Karin, 1992), dans la transduction de signaux (Hunter, 1995), dans Ie cycle cellulaire

(PhUipson et Sorrendno, 1991), dans la diff6renciation (Philipson et Sorrendno, 1991)et dans

Ie d^veloppement (Pawson et Bernstein, 1990). L'6tendue des implications des kinases dans la

cellule d^montre ^ quel point elles sont n6cessaires. Un autre fait peut d^montrer cette



importance, c'est la comparaison de la sequence de prot^ines kinases homologues entre

diff^rents organismes qui d^montre une forte conservadon de la prot^ine malgr6 revolution des

esp^ces (Yarden et Ullnch, 1988). Le fait que les kinases soient conserv^es au cours de

revolution tend ^ d^montrer que ces prot^ines jouent des roles importants dans la regulation de

diff6rentes activit^s cellulaires. R^cemment, des prot6ines kinases procaryotes homologues ^

des prot^ines kinases eucaryotes ont €\& isol^es. Chez Yersiniapseudotuberculosis, la prot^ine

YpkA est cod^e dans un plasmide qui assure la vmilence du microorganisme (Hanks et Hunter,

1995). De plus, ce plasmide code pour deux autres prot^ines qui pr^sentent de fortes similitudes

avec des prot^ines eucaryotes. Un autre exemple est celui de Mixococcus xantus. Mixococcus

xantus est probablement Ie procaryote Ie plus int6ressant ^ ce niveau. On a, en effet, d6nombr6

huit g6nes qui codent pour des prot^ines ayant des homologies avec des membres de la

superfamiUe des kinases. Mixococcus xantus est un microorganisme peu ordinaire. Son cycle

de d6veloppement est tr^s complexe lors d'un ^puisement nutridf comme ce qui est retrouv6

chez les eucaryotes du genre Dictyostelium. Dans ce demier genre, les kinases sent impliqu^es

dans Ie choix du cycle asexu6 ou sexu6 ainsi que dans la croissance et la diff^renciation

cellulaire (Munoz-Dorado et ai, 1993). Sachant que la prot^ine Pknl de M xanthus est

impliqu^e dans la transformation cellulaire, il est facile de sp^culer que les kinases retrouv^es

chez M. xanthus sont impliqu^es dans la regulation de son cycle de d^veloppement. La

recherche de prot^ines kinases chez des microorganismes qui n'ont pas de cycle particulier

comme Escherichia coli, if a donn6 aucun r^sultat. D'autres r6sultats cit^s par Hanks et Hunter

(1995) sugg^rent que ce type de g6nes est largement r^pandu chez beaucoup de procaryotes et

que ces m^mes g^nes repr^sentent les anc8tres de la superfamille des prot^ines kinases

eucaryotes.

Comme il a 6t6 mentionn6 pr^c^demment, les kinases sont impliqu^es dans plusieurs

m^canismes cellulaires. Leur r61e g6n6ral est de transmettre, jusqu'au noyau, un signal

extracellulaire via la phosphorylation dans Ie but cTobtenir la r^ponse d6sir6e. Pour donner la

bonne r6ponse physiologique, une cellule doit rccevoir une combinaison de signaux



extracellulaires. Par la suite, il y aura activation de plusieurs cascades cellulaires. Par ce fait,

on peut parier de coop^radon entre les diff^rentes prot^ines impliqu^es dans les voies de

transduction (Hunter, 1991). C'est cette combinaison de facteurs qui induira la cellule vers la

bonne r^ponse (Kazlauskas, 1994 ; Van Der Geer, 1994). II n'y a pas seulement que des

cascades d'activation. Dans certains cas, la phosphorylation des prot^ines aura un role

cTinactivation, comme pour la glycog^ne synth6tase, enzyme impliqu^e dans Ie m^tabolisme du

glycog^ne. On ne peut parler des kinases sans parler des phosphatases, car ^ chaque kinase, il

doit y avoir une phosphatase qui va d6phosphoryler (Wera et Hemmings, 1995 ; Mourey et

Dtxon, 1994). Les phosphatases ont une importance capitale dans la transduction des signaux

intracellulaire. En fait, elles sont n^cessaires pour r^guler une cascade qui a 6t6 acdv^e. Les

kinases et les phosphatases sont indmement U6es. Certaines phosphatases (PP1) n^cessitent une

phosphorylation de leur sous-unit6 inhibitrice pour 8tre acdv6es. Done comme on peutIe

constater les kinases et les phosphatases sont n^cessaires pour Ie bon foncdonnement des

cascades de signaux intracellulaires (W^era et Hemmings, 1995).

LES PROTEINES KINASES ET LE DEVELOPPEMENT

Les organismes multicellulaires ne commencent pas leur cycle de vie compl6tement fonn^s. En

fait. Us se forment relativement lentement par un processus de changements progressifs que 1'on

appelle Ie d^veloppement (Gilbert, 1994). Le d^veloppement embryonnaire des organismes

multicellulaires d^bute par une cellule originale, 1'oeuf f6cond6, qui se divise pour

6ventuellement produire toutes les cellules de 1'organisme. Un fait int6ressant est que la

premiere cellule va produire et organiser tous les types cellulaires qui ferment 1'organisme.

Cette cellule est qualifi^e de cellule pluripotente. Plus tard au cours du d^veloppement,

certaines cellules vont subir des changements autoreproducdfs qu'elles passeront ^ leur

descendances. On parle ^ ce moment que les cellules sont d6termin6es, qu'elles ont fait leur

choix de d^veloppement (Alberts et al., 1990). La g6n6ration de cette diversity cellulaire est

appel^e la diff^renciation cellulaire. Chabot et al. ont €\& les premiers, en 1988, ^ mettre en
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evidence 1'implication des kinases dans Ie d^veloppement embryonnaire. Us se sont rendu

compte que Ie g6ne c-kit codant la prot^lne kinase Kit 6tait localis6 au niveau du locus W de la

souris (Chabot et at, 1988). Par la suite, de multiples eludes ont permis d'idendfier plusieurs

autres kinases qui ont une implication dans Ie d^veloppement embryonnaire. A cette 6poque,

on savait d6j^ que les kinases ^talent de potendels oncog^nes (Rodngues et Park, 1994). Par la

suite, des 6tudes ont d6montr6 1'expression sp^cifique de certaines kinases dans des organes

embryonnaires. Les m8mes 6tudes ont €\& r6alis6es chez Fadulte. Aucune expression de ces

g^nes n'a 6t6 d^tect^e. Ce qui est int6ressant, c'est lors de 1'analyse des g6nes exprim6s dans

les cellules tumorales d'un organe. On retrouve des g^nes qui n^taient exprim6s qu'au stade

embryonnaire. Les multiples eludes r6alis6es ^ ce sujet ont d6montr6 de grandes similitudes

entre les cellules embryonnaires et les cellules tumorales tant au niveau de 1'expression

g6n6tique que de certaines caract^risdques morphologiques. n est fondamental d'avoir une tr^s

bonne connaissance du syst^me cellulaire normal, dans Ie but de bien comprendre les causes des

d^r6glements qui peuvent survenir dans certaines circonstances (cancer) (Chabot et al., 1988 ;

Meeting review, 1995).

Tel que mentionn6 pr6c6demment, il existe des prot^ines kinases qui sont des r6cepteurs

transmembranaires et d'autres qui sont des transducteurs cytoplasmiques. Dans ce qui suit, nous

donnerons des exemples de prot^ines kinases de chacun des types et les evidences

exp6rimentales de leur implication dans certains processus du d^veloppement embryonnaire.

RECEPTEURS TRANSMEMBRANAIRES

c-kit

La premiere evidence de la pardcipadon des kinases dans Ie d^veloppement embryonnaire a 6i6

r^alis^e par Chabot et ai (1988). Cette 6tude a 6t6 r6alis6e sur Ie g^ne c-Jb'^ qui code pour un

r^cepteur tyrosine kinase. Us ont mis en evidence que la mutadon W (white-spotting) et Ie



g6ne c-kit sont situ6 sur Ie m8me locus W. En fait. Ie locus W code la prot^ine Kit et Ie locus

Sl code la prot^ine Steel (Keshet et al., 1991). Le r61e de Kit dans Ie d^veloppement se fait au

niveau des cellules souches sanguines, pigmentaires et germinales. En fait, il est important dans

la regulation de la diff6renciation de ces cellules souches. Une mutation de ces g^nes entraTne

une perte de pigmentation, une fertility r^duite et Fan6mie. GrSce ^ ces r^sultats, il 6tait

maintenant possible (Timpliquer Ie produit d'un proto-oncog^ne dans Ie processus du

d^veloppement (Morello et Babinet, 1989) et par cet exemple, 11 6tait possible de croire que

cTautres proto-oncog^nes de la famille des kinases pouvaient 8tre impliqu^s dans Ie processus

du d^veloppement.

EGF-R : recepteur de EGF et TGFa

Une autre de ces prot6ines Idnases qui a une implication dans Ie d6veloppement est Ie r^cepteur

^ EGF (EGF-R). Ce r^cepteur poss^de une activity tyrosine kinase. II fait partie de la famille

de "epidermal growth factor receptor" (Hanks et Hunter, 1995). Le role principal conf6r6 b ce

r^cepteur lors du d^veloppement embryonnaire est un r61e mitog^nique (Johnson etai,1994).

Le meUleur exemple de ce role est dans la r6g6n6ration h^patique chez 1'adulte. II semble, en

effet, que si on enBve toutes sources d'EGF chez un animal partiellement h6patectomis^, il n'y

a aucune r6g6n6ration de Forgane (Michalopoulos, 1991; Fausto et al., 1995). Done 1'action

de EGF sdmule la multiplication cellulaire dans les cellules oi EGF-R est exprim6. Dans

certains cas, EGF-R et ses ligands (EGF et TGFa) jouent un r61e motog6nique (stimulation de

la motilit^ cellulaire) et morphog^nique. Une evidence de cette affmnation est qu'autant in vitro

qu'm vivo, EGF-R active stimule la production de fibronectine, de collag^ne et d'acide

hyaluronique, qui sont des composes indispensables de la matrice extracellulaire et n6cessaires

dans les m6canismes motog^niques et morphog^niques (Adamson, 1990). L> implication de

EGF-R dans Ie d^veloppement embryonnaire commence ^ un stade tr6s pr^coce. R6cemment,

une 6tude a d^montr^ que EGF-R et ses ligands, sont n^cessaires pour Ie d^veloppement qui se

produit avant 1'implantadon ut^nne de 1'ovule f6cond6 (Chia et al., 1995). Une d^sactivadon
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totale du g6ne entratne imm6diatement Ie rejet de Foeuf car il n'est plus apte ^ s'implanter dans

Fut^ms. Done on peut constater I* importance de EGF-R dans Ie d^veloppement embryonnaire

pr^coce. Dans Ie d6veloppement tardif, EGF va g^n^ralement avoir une action mitog^nique

tandis que TGFa aura une action morphog^nique (Adamson, 1990). Ce qui est int^ressant, c'est

la r^ponse de FEGF-R qui depend du ligand qui s'y attache. De plus, U est important de savoir,

dans Ie cas de 1'EGF-R, que les deux ligands, EGF et TGFa, n'agissent pas sur les m8mes

populations de cellules. Done, EGF-R joue un r61e important dans Ie d^veloppement de

plusieurs populations de cellules.

c-met: recepteur de HGF

Un autre rtepteur qui a une acdvit6 tyrosine kinase est Ie r^cepteur du HGF (hepatocyte growth

factor). Ie c-met. Le potentiel oncog^nique de ce r^cepteur a 6t6 d6montr6 lorsqu'il est mut6

(Bronner-Fraser, 1995). C'est sa localisation chromosomique qui en fait un proto-oncog6ne

puissant car U est fr^quemment impllqu^ lors de translocations chromosomiques. Un exemple

concret est la translocation de c-met avec Ie g6ne tpr que 1'on rencontre dans la plupart des

cancers gastnques humains (Sonnenberg et at., 1993 ; Soman et al., 1991). Ce r^cepteur a aussi

son r61e ^ jouer lors du d6veloppement embryonnaire. Sa premiere implication dans Ie

d6veloppement se fait ^ un stade assez pr^coce lors de l'organog6n6se (Bronner-Fraser, 1995).

C'est par un m^canisme d'interactions 6pith61io-m6senchymateuses que Ie HGF et son r^cepteur

c-met agissent dans Ie d^veloppement (Sonnenberg et al., 1993; Rosen et al., 1994). La

distribution sp^cifique de Fexpression de ce rtepteur et de son ligand indique un mode d* action

paracrine pour HGF. II a 6t6 d6montr6 que c-met est retrouv6 dans des cellules 6pith61iales de

plusieurs organes en fonnation chez 1'embryon de souris, tandis que HGF se retrouve dans Ie

tissu m^senchymateux environnant. Le meilleur exemple pour ce m6canisme, est celui du rein

embryonnaire (Sonnenberg et al., 1993). Le rein embryonnaire (m6tan6phros) se d^veloppe vers

Ie jour 11 du d^veloppement. Au d6but, un signal qui provient de 1'uret^re induit la

transformation du m^senchyme en cellules ^pith^liales qui vont ^ leur tour se diff^rencier en
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tubules proximaux, distaux et en glom^rules. Durant tout Ie d^veloppement du rein, c-met est

exprim6 dans les cellules 6pith61iales de tous les tubules nouvellement form^s mais pas dans les

glom^rules. Dans la meme p^riode, HGF est exprim6 dans tout Ie m6senchyme. Ceci n'est pas

observe uniquement dans Ie rein. En fait, Fintestin, Ie pancr^as, les poumons et les glandes

salivaires qui sont constitu6s en grande parde de cellules dpitMiales, expriment, lors du

d^veloppement. Ie c-met et FHGF de fa^on comparable au rein (Sonnenberg et al., 1993). Done

en r6sum6, c-met et son ligand agissent lors du d^veloppement de plusieurs organes en

^changeant, entre les cellules 6pith61iales et et les cellules m^senchymateuses, un signal qui

gouveme les m^canismes de morphog6n6se et de diff6renciation des cellules (Sonnenberg et al.,

1993).

PDGFpr

Le r^cepteur de PDGF (PDGFpr) poss^de une activity tyrosine kinase. Son r61e dans Ie

d^veloppement est bien connu. Ce r^cepteur agit par des interactions 6pith61io-

m^senchymateuses pour la formation de plusieurs organes comme la trach^e, les intesdns et Ie

syst^me circulatoire (Shinbrot et aL, 1994). L'expression du r6cepteur se retrouve uniquement

dans Ie m^senchyme non-diff6renci6. D^s que Ie m^senchyme est transform^ en muscle lisse

autour de Fintestin, les cellules cessent d'exprimer Ie r6cepteur de PDGF. II en est tout

autrement pour la formation des vaisseaux sanguins. Le r^cepteur de PDGF est exprim6 dans

les cellules endoth^liales ce qui sugg^re une implication de PDGFpr dans la croissance et Ie

d^veloppement des vaisseaux sanguins. Dans les plus gros vaisseaux, PDGFpr est exprim^ dans

Ie m^senchyme entourant I'endoth^lium jusqu'^ la formadon des muscles comme dans Ie cas

de Fintestin (Shinbrot et ai, 1994).
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RET et c-ros

Deux autres prot^ines attirent 1'attention quant aux types cT experiences r^alis^es pour 6tudier

Ie role potendel d'un g^ne dans Ie d^veloppement embryonnaire. C'est Ie cas de RET

(Avantaggiato et al., 1994; Pachnis etai, 1993)et de c-ros (Tessarollo et al., 1992). Ces deux

g^nes codent pour des r^cepteurs tyrosine kinase. Les groupes travaillant sur ces prot^ines ont

6tudi6 Ie r61e potentiel de leur prot^ine dans Ie d^veloppement embryonnaire en utilisant

Fhybridation in situ. Cette technique permet de localiser et d'identifier les populations de

cellules qui expriment Ie g6ne de la prot6ine. Ainsi, Us ont d6termin6 que RET a un role

potentiel dans la diff^renciation de structures nerveuses et dans la formation du rein par un

m^canisme d'interactions 6pith61io-m6senchymateuses (Avantaggiato et al., 1994; Pachnis et

al., 1993). Pour c-ros, son expression est d^tect^e au moment de Finduction et de la

proliferation des cellules 6pith61iales de 1'intestin et du rein. D^s que les cellules 6pith61iales

sont diff6renci6es, c-ros n'est plus exprim^ CTessarollo ^ aZ., 1992). Done ces observations

conftrent ^ c-ros un r61e dans les processus de proliferation cellulaire.

TRANSDUCTEURS CYTOPLASMIQUES

Proteines de la famille de Src

Jusqu'^ maintenant, on a d6cdt I* implication de rtepteurs membranaires dans Ie d^veloppement

embryonnaire. Pour faire passer leur signal, ces r^cepteurs ont besoin de prot^ines

cytoplasmiques qui vont transduire Ie message jusqu'au noyau (Kazlauskas, 1994; Marshall,

1995; Imamoto et al., 1994). Les prot^ines de la famille de Src sont sans aucun doute les

transducteurs cytoplasmiques les mieux caract6ris6s dans les cascades intracellulaires

(Kazlauskas, 1994). EUes sont la cl6 de la r6ussite d'une grande majority de cascades (Meeting

review, 1995). Ces prot6ines n'ont pas de r61e direct dans Ie d^veloppement car elles ne

regoivent pas Ie signal primaire. Cependant, il est bien connu que ces prot^ines sont impliqu^es
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dans les cascades des r^cepteurs pr^sent^s pr6c6demment. Done il est vrai de penser que toutes

les prot^ines qui sont impliqu^es dans la cascade (Tim r^cepteur exprim6 lors du d^veloppement

participe, elles aussi, dans ce d^veloppement embryonnaire. De bons exemples, sont les

prot^ines c-src, Fyn et Yes (Stein et al., 1994). Ces trois prot^ines ont une activity tyrosine

kinase et sont toutes trois largement exprim6es dans Fembryon. La creation de mutants a permis

de conclure qu'elles sont indispensables pour un bon d6veloppement La combinaison de leurs

mutations est l^tale. InvidueUement, les mutations de c-src et Yes ne semblent pas avoir d'effet

tandis que la mutation de Fyn provoque des malformadons de certaines regions du cerveau.

Ceci s'explique par Ie fait que les prot6ines non-mut^es de la m8me famille peuvent compenser

pour les prot^ines perdues (Stein et al., 1994).

Sik

Une nouvelle prot6ine tyrosine kinase cytoplasmique, sik, a r^cemment 6t6 idendfi^ par Ie

groupe de Vasioukhin et al. (1995). Les r^sultats qu'ils ont obtenus d^montrent une expression

dans les zones qui bordent imm^diatement les zones de proliferation de la peau et du tube

digestif (estomac et intestin). La premiere expression est d6tect6e dans la peau vers Ie jour 15.5

de la gestadon ce qui correspond au moment de la diff^renciation de la peau (Vasioukhin et al.,

1995). La restriction du patron d'expression de sik dans des cellules 6pith61iales qui ont

entamm^es leur processus de diff^renciation terminale sugg^rent que sik peut jouer un r61e

sp^cifique dans la regulation de certains aspect de ce processus.

Sak

Le groupe de Fode et al. (1994) ont isol6 une nouvelle prot^ine s6rine/thr6onine kinase

cytoplasmique d6sign6e Sak. Leurs r6sultats sugg^rent une implication de la prot6ine Sak dans

les m^canismes de proliferation de certaines populations de cellules. Leurs r^sultats montrent
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un patron (Texpression chez Fembryon dans les compartiments cellulaires oti 11 y a une forte

activity mitotique tel que les cellules de la crypte de Lieberkuhn de 1'intestin, ainsi que dans la

region de proliferation du cerveau embryonnaire (Fode et ai, 1994). Cette prot^ine est un bon

exemple de prot^ine kinase impliqu6e dans un processus biologique important lors du

d^veloppement embryonnaire, la proliferation cellulaire.

PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE

L'objectif du programme de recherche de notre laboratoire est de d^finir Ie role biologique des

prot^ines kinases dans la proliferation et la diff^renciation des tissus ^pith^liaux. Ceci revet une

grande importance, car on sait que 90% des cancers sont des carcinomes originant d'une

proliferation anarchique des cellules 6pith61iales. Le module experimental utilise initialement

h mon arriv6e ^tait celui du pancr^as de souris embryonnaire. Ce syst6me offre plusieurs

avantages pour l^tude du d6veloppement des 6pith61iums, car il est possible d'induire la

diff^renciation autant morphologique que biochimique de 1'organe in vitro. On sait aussi que

Ie pancr^as n^cessite une interacdon 6pith6Uo-m6senchymateuse pour se diff^rencier (Golosow

et Grobstein, 1962). Grobstein (1964) a aussi mis en evidence que cette interaction peut se

produire sans contact direct entre les cellules prouvant qu'un facteur soluble induit la

diff^renciation. On salt que les facteurs qui induisent la proliferation et la diff^renciadon sont

g6n6ralement des facteurs de croissance qui se fixent aux cellules via des r^cepteurs qui out une

activity kinase intrins^que (Wilks, 1993). Ceci indique que les prot6ines kinases sent impliqu^es

dans la croissance et la diff^renciation du tissu 6pith61ial au cours de l'embryog6n6se.

Pour initier cette 6tude, la recherche de nouveaux g6nes codant pour des prot6ines kinases a 6t6

r6alis6e. R6cemment, plusieurs g^nes de prot^ines kinases ont €\& d^couverts en utilisant une

procedure de clonage bas^e sur 1'utUisation de la technique de polym^risadon en cascade (PCR)

avec un m^langes (Toligonucl6otides d6g6n6r6s (FTK1, FTK2; WiUcs, 1989) coirespondant aux

sequences hautement conserv^es du domaine catalydque des prot6ines kinases. Dans un m8me
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but, nous avons done utilise cette technique de PCR sur un extrait d'ARN de pancr^as

embryonnaire. Cette approche a permis de cloner une nouvelle prot^ine kinase chez la souris.

L* analyse de la sequence du g6ne de la prot^ine a permis d^tablir que la sequence clon^e 6tait

1'homologue murin de la nouvelle prot6ine kinase humaine, ZPK (Reddy et Pleasure, 1994).

Reddy et Pleasure (1994) ont d6termin6 que ZPK est une prot^ine s6rine/thr6onine kinase

cytoplasmique de 859 acides amin^s. De plus, elle a la particularity de contenir dans sa portion

carboxy-terminale un domaine qui contient deux motifs de dim^risation de type leucine zipper.

Us ont aussi d^terminer que 1'ARNm de ZPK est exprimd dans Ie cerveau, les reins, les muscles

ainsi que dans les poumons (Reddy et Pleasure, 1994).

ZPKmurin

L'ADNc de ZPKmwm (Figure 3) code pour une prot^ine de 888 acides amin6s avec un poids

mol6culaire de 95 957 daltons et un point iso61ectnque de 6,05. On remarque que ZPK murin

est constitute de plus d'acides amin^s que son homologue humain. Ceci est du au fait que F on

retrouve dans la portion amino-terminale de ZPK murin une sequence d'acides amin6s

suppl^mentaire que I* on ne retrouve pas chez son homologue humain. Cependant, on ne peut

actuellement attribuer de fonction particuli^re ^ cet insert. ZPK murin a aussi la particularity

de contenir, dans sa portion carboxy-terminale, un domaine qui contient deux motifs de

dim^risation de type leucine zipper similaire ^ ceux rencontr^s dans les facteurs de transcription.

ZPK contient aussi des domaines nches en r^sidus hydrophobes glycine (G), shrine (S) et proline

(P) (Figure 4). La comparaison de la sequence en acides amin^s de ZPK avec d'autres prot^ines

kinases r6v61e une forte homologie avec les membres de la famille des MLK (mixed lineage

kinase). Tous les membres de cette famille contiennent un domaine avec deux modfs leucine

zipper. II y a actuellement trois membres dans cette famille; Mlkl (Dorow et al., 1993),

MlkZIMST (Dorow et ai, 1993 ; Katoh et at, 1995), Mlk3/SPRK/PTKl (Ing ^ a/., 1994 ; Gallo

et al., 1994; Ezeo et ai, 1994). Avec cette homologie, ZPK est peut-Stre Ie quatri^me membre

de cette famille. La prot6ine ZPK murine partage 95% d'homologie avec son homologue
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gacagcagggcccgctgctcagcacacctggctccagagcc 41
atggcctgcctccatgaaacccgaacaccctccccttcctttgggggctttgcgtctactctaagtgaggcttctatgcgaaacgtggatccagacacttcagactgcacccccgagaaa 161
M-AC-LHETRTPSPSF G--G- FASTLSEASMRNVDPDTSDCTPEK 40

;acctgacgcccacccaatgtgtacttcgagatgttgtgcctctcggtgggcagggfcggaggaggacccagcccctccccaggtggagagcctcccccagagccttttgccaaCagtgtc 281
D L -T ~P T Q C- V L R- D V V "P L G" G~~Q ~G-G 0- G- P S P S P GT G~ E -P P P E P F A N S- V 80

ctccagctacatgagcaggatacaggtgggccagggggagccactgggtcacctgagagtcgagcatctagagttcgagctgaEgaggtacgtctgcagtgccagagtggcagtggcttc 401
L Q ~L H E -Q D T G~ G--P G--G~ A T G~"S P E -S- R- A S R V R AD EVR LQC Q S G S G- F 120

cttgaaggtctttttggctgcctgcgccctgtctggacaatgattggcaaagcctactccacagaacacaagcaacagcaggaagacctttgggaagtcccctttgaggaaatcctggac 521
L E G- L F G" C- L ~R' P V W"T M~I G~KAY S T EHK-Q Q-Q"E D L WE VPF E-E I L'D 160

ctgcagtgggtaggctcaggggctcagggtgctgttttcctgggacgcttccacggggaggaggtagctgtgaagaaggttcgagatctcaaggagactgacatcaagcatcttcgaaag 641
L ~Q ~W--V G- S G -A Q G AVFL-G~R~FHGE-EVAVKKVRDLKBTDIKHLRK 200

ctgaagcaccccaacatcatcactttcaagggtgtttgcacacaggccccctgctactgcatccttatggaattctgcgctcaaggacagctatatgaggtgctcagagccggccgccct 761
L 'K ~H P N I I T F K-G- V C- T Q "A P C- Y C I L ME F CA Q G-Q-L Y E VL R A G R P 240

gtcaccccctccttgctggttgactggtccatgggcatcgctggtggcatgaattacctgcacctgcacaagattatccacagagacctgaagtcacccaacatgctaatcacatacgac 881
VT P S L~L~VD W"S- M-G~ I A G~G~M"N Y L~H L-H K~I I HR~D L~K"S FNM-L I TY D 280

gatgtggtgaagafcctcagattttggcacttccaaggagctgagtgacaagagcaocaagatgtcctttgcaggaacagtagcctggatggctcctgaagtgatcagaaatgaacctgtg 1001
D V~V-K~I S 'D V ~Q T S K~~E- L~ S -D K~ S T K H' S F "A -G T "V ~A W~ M"A P -E V" I R N-E P ~V~ 320

tctgagaaggttgacatctggtcctttggggtggtgctatgggaactactgactggagagattccctacaaagatgbagattcctcagccatcatctggggtgtgggaagcaacagtctc 1121
SEKVDIWSFGVVLWELLTGEIPYKDVDSSAIIWGVGSNSL 360

cacctgcctgtaccctccagctgcccagatggttttaaaattctacttcgccagtgctggaacacgaaaccacgaaatcgcccatcattccgacagatcttgctgcacctggacatcgcc 1241
H L'P^VP S S C P'D~G F K I LLRQ-CW-NT'K P RNR P SF RQ-I L-L-H L"-D I~A 400

tccgctgatgtgctctctacaccccaggagacttactttaagtcccaggcagagtggcgggaagaagtaaaactgcactttgaaaagattaagtcagaagggacctgtctgcaccgccta 1361
S A -D ~V~L S T P Q"E" T Y F K-S Q"A "E* W- R--B -E -V K L- H F ~E K" I K" S-E G- T C L~ H R L 440

gaagaggaactggtgatgcggagaagggaggagctcagacatgccctggacatcagggagcactatgaacggaagttggagagagccaacaacctgtacatggaactgaaCgccctcatg 1481
E E "~E L--V M R R R- E E L R H A L--D I R EH Y-ER K L E R A N N L Y M- E L N A L M* 480

ctgcaactagaactcaaagagagggaattgctcaggcgagacgaggctttagaaaggcggtgtcctggtctactaaagtcacacccttctcggggcctcctacatggagacactatggag 1601
L'QLELKERELLRRDEALERRCPGLLKSHPSRGLLHGDTME 520

aagctcatcaagaaaaggaacgtgccacagaaactgtcgccccacagcaaaaggccagatattctcaagacagagtcgttgctacctaaactagatgcagccctaagtggggtggggctt 1721
K ~L I K K R N "V* P Q K L S PHSKRPDILK'T -E S-L L PKLDAA L S -G--V -G- L 560

cctgggtgtcctaagggccccccttcacctggaaggagtcggcgtggcaagacccgtcaccgaaaggccagtgccaagggcagctgtggagacctgcctgggcttcgtgcagctttgcca 1841
P G~C~ P K"G P P S P~G R^S R~R~G K'TRHR K"~A S -A K--G S C -G ~D L* P -G- L R -A ~A L~ P 600

ccccatgagcctggaggactaggaagcccagggggcctaggagtgggcccttcagcttgggatgcttgcccccctgctctccgtggactccaccatgaccttctactccgaaagatgtca 1961
P H -E-P -G -G L ~G S P -G--G L G 'V'~G P S ~h W "D "AC P P"A LR-G LHH-D L L LR K-M~S 640

tcatcatccccagacctgctatcagcagcgctgggagcccgaggccgaggggctacagggggagctcgggatcctggctcaccacctccaccccagggcgatactcctccaagtgaggga 2081
SSSPDLLSAALGARGRGATGGARDPGSPPPPQGDTPPSBG 680

tcagctcctggttccaccagcccagattcgcctgggggagctaaaggggaaccccctccaccagtagggcctggagaaggtgtggggctgctgggaactggaagggaagggactgcaggc 2201
SAP-GSTSP-D S PG G A K G EP P P P V G P G E G -V--G- L L G T 0 R-- E -CT T -A G 720

cggggaggaaaccgggctgggtcccagcacttgacccccgctgcgctgctgtacagggctgctgtgactcgaagtcagaaacgtggtatctcatctgaagaagaagaaggagaggtagac 2321
R"G~ G~ N R--A -G- S Q- H L- T P A -A- L- L- Y R A "A ~V- T R S Q K R -G I S S -E E -E -E *G-"E"V ~D 760

agtgaagtagagctacccccaagtcaaaggtggcctcagggcccgaacatgcgtcagtcactatctacattcagctcagagaacccatcagatgtggaaggaggtacagctagtgagcct 2441
S~EVE-LPPSQRWPQGPNMRQSLSTFSSENPSDVEGGTASEP 800

tccccaagtggcacaccagaagttggcagtaccaacactgatgagcggccagatgaacgatctgatgacatgtgctcacagggctcagaaattccactggacctacctacttcagaggtg 2561
S P S" -GT P E -V -G S TN T D E R PDERSDDMC SQ-G S B I PLD L PTS EV 840

gtccctgaacgtgaagccagctccttgcccatgcaacaccaggatggccagggccccaatcctgaagactcagactgtgacagcactgaattggacaactccaacagcattgatgccttg 2681
V P *E R E A S S L- P M Q H Q-DG QG P N FED SD C D S TE LD N S N S I D A L 880

cggcccccagcctcccttcctccatgaaagacactcttattccttgtacatagagaaatatttatataaataatatatatgcgccacataatcaacagatagatggggctttcttagcct 2801
R"P P A S L P P * 888

igaaaggaag 2921
[aggattcac 3041

:atttctttgt 3161
:tggtaggggtgg 3281

itggtttcaacttgg 3401
3427

Figure 3. Sequence en nucleotides et en acides amines de FADNc de ZPK murin. La

position du codon stop est indiqu^e par un ast^risque (*). Les acides amin^s sont indiqu^s par

la convention d'identification ^ une lettre (voir annexe) (Blouin et al., 1996).
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Domaines

richeenGP
DMnaine catalytique Domaine

Leudne-zipper
DonBine ridie en GSP

Figure 4. Representation schematique de la structure primaire de ZPK murin. Les

chiffres indiquent la position relative des domaines. G : Glycine, S : Shrine, P: Proline
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humain (Figure 5) (Blouin et al., 1996). R^cemment, Ie groupe de Hirai et al. ont clon6

Fhomologue de ZPK chez Ie rat. Cette prot^ine, MUK, partage 99% d'homologie avec son

homologue murin. Sur une base comparadve, 1'analyse des sequences de ZPK des diff^rentes

esp^ces indique que ZPK a 6t6 tr6s conserv^e au cours de revolution.

Suite ^ la d^couverte de la prot^ine kinase ZPK chez la souris, nous avons ax6 nos travaux de

recherche sur l'6tude de la fonction de cette nouvelle prot^ine kinase qui poss^dent des

particularit^s structurales int^ressantes. Comme approche exp6nmentale pour tenter d'apporter

des 6claircissements sur la fonction potentielle de ZPK murin, nous avons d6termin6 la

localisation cellulaire de 1'ARNm de la prot^ine ZPK dans une tr6s grande vari6t6 de tissus

adultes par hybridation in situ. Les r^sultats ont permis de d^terminer que ZPK est exprim6 dans

Fhippocampe et Ie cortex c6r6bral, dans les cellules de Purkinje du cervelet, dans l'6pith61ium

stratifi6 et les glandes gastnques de 1'estomac, dans les cellules 6pith61iales des villosit^s

intestinales, dans les cellules acineuses du pancr^as ainsi que dans les spemiatocytes des

testicules (Blouin et al., 1996). Ainsi, Ie patron cT expression de ZPK dans les dssus adultes se

limite exclusivement ^ des populations de cellules diff6renci6es ou en voie de diff^renciadon

terminale.

Sur la base de ces observations, nous avons done 6mis Fhypoth^se que ZPK pourrait exercer un

role potentiel dans Ie d^veloppement, la fonction et la maintenance de certaines populations de

cellules specialises. Pour nous permettre d'approfondir davantage cet aspect, on s'est donn^

comme objectif d'analyser Ie patron de la localisadon de 1'expression de 1'ARNm de ZPK dans

Fembryon de souris au cours de son d^veloppement afin de v6rifier sa participation dans les

processus qui ont cours lors du d^veloppement embryonnaire. Pour se faire, nous allons

analyser Ie patron de la localisation cellulaire des ARNm de ZPK, par hybridation in situ sur des

embryons de souris entres les jours 11.5 et 17.5 de la p^riode de gestation. On a choisi ces

temps de gestation car c'est dans cette p^riode que survient Ie plus grand nombre d'6v6nements

morphog^tiques au cours du d^veloppement embryonnaire de la souris. L'hybridation in situ
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souris

humain

souris

humain

souris

humain

souris

humain

souris

humain

souris

humain

souris

humain

souris

humain

1 MACLHETRTPSPSFGGFASTLSEASMRNVDPDTSDCTPEKDLTPTQCVLRDWPLGGQGG 60
n mm mi uiu.ui iiii M.,j IUN J iljuin 117

1 MACLHETRTPSPSFGGFVSTLSEASMRKLDPDTSDCTPEKDLTPTH.............. 46

61 GGPSPSPGGEPPPEPFANSVLQLHEQDTGGPGGATGSPESRASRVRADEVRLQCQSGSGF 120
linilTl.llli ll .mil mill un llTlTllll L

47 ...................VLQLHEQDAGGPGGAAGSPESRASRVRADEVRLQCQSGSGF 87

121 LEGLFGCLRPVWTMIGKAYSTEHKQQQEDLWEVPFEEILDLQWVGSGAQGAVFLGRFHGE 180
nil i ni m_mm un i lumn nj_i 111111 IN in u MM 111 ii 111

88 LEGLFQCLRPVWTMIGKAYSTEHKQQQEDLWEVPFEEILDLQWVGSGAQGAVFLGRFHGE 147
I

181 EVAVKKVRDLKETDIKHLRKLKHPNIITFKGVCTQAPCYCILMEFCAQGQLYEVLRAGRP 240
LUiLLNNUUlLUlNUtJlllIlLLUri 11 Mil 1111 tTlTjl 11 II1111

148 EVAVKKVRDLKETDIKHLRKLKHPNIITFKGVC'IQAPCYCILMEFCAQGQLYEVLRAGRP 207
II III IV V

241 VTPSLLVDWSMGIAGGMNYLHLHKIIHRDLKSPNMLITYDDWKISDFGTSKELSDKSTK 300
UlLJLllJAJAiJLLUJJJJJJJlJJiliLLIIlllJiJlllllll llJllltl I ILL

208 VTPSLLVDWSMGIAGGMNYLHLHKIIHRDLKSPNMLITYDDWKISDFGTSKELSDKSTK 267
VIA VI B VII

301 MSFAGTVAWMAPEVIRNEPVSEKVDIWSFGWLWELLTGEIPYKDVDSSAIIWGVGSNSL 360
1111111111 1111 II11II1111II till 11111111111 11111111111111.1 1111

268 MSFAGTVAWMAPEVIRNEPVSEKVDIWSFGWLWELLTGEIPYKDVDSSAIIWGVGSNSL 327
VIII IX X

361 HLPVPSSCPDGFKILLRQCWNTKPRNRPSFRQILLHLDIASADVLSTPQETYFKSQAEWfi 420
11 IN [I I 11 i mu i n 11,i_n 111 nmi ii m ii un n i n LI 111 n LIT

328 HLPVPSSCPDGFKILLRQCWNSKPRNRPSFRQILLHLDIASADVLSTPQETYFKSQAEWR 387
XI

421 iEVKLHPEKIKSEGTCLHRLEEEIA
11111111111111111111111

4801RREELRHALDIREHYERKLEI
TH i m U i i i ii Ul 11 N li J JJJ Dl\ JJ J J-

388 EEVKLHFEKIKSEGTCLHRLEEELVMRRREELRHALDIREHYERKLERANNLYMELNALM 447

souris 481 LOLELKERELLRRDEALERRCPGLLKSHPSRGLLHGDTMEKLIKKRNVPQKLSPHSKRPD 540
I II 1111 II UU:!HUHHH 1.111111111:1111 1111 HUT. I II 11.111

humain 448 LQLELKERELLRREQALERRCPGLLKPHPSRGLLHGNTMEKLIKKRNVPQNLSPHSQRPD 507

souris 541 ILKTESLLPKLDAALSGVGLPGCPKGPPSPGRSRRGKTRHRKASAKGSCGDLPGLRAALP 600
IJLilJllNlJlJll.llilllli'llllllllllUilUllllUUllllllJAl

humain 508 ILKAESLLPKLDAALSGVGLPGCPKAPPSPGRSRRGKTRHRKASAKGSCGDLPGLRTAVP 567

souris 601 PHEPGGLGSPGGLGVGPSAWDACPPALRGLHHDLLLRKMSSSSPDLLSAALGARGRGATG 660
ii in 1 iij 1111 ^[111 hj 1111 muu i 111111111111111111.11111 it

humain 568 PHEPGGPGSPGGLGGGPSAWEACPPALRGLHHDLLLRKMSSSSPDLLSAALGSRGRGATG 627

souris 661 GARDPGSPPPPQGDTPPSEGSAPGSTSPDSPGGAKGEPPPPVGPGEGVGLLGTGREGTAG 720
I I 11111 llsJllillllllslllllJJllLIIIIIIIJiNltHHJJ II I ItlL-l

humain 628 GAGDPGSPPPARGDTPPSEGSPPGSTSPDSPGGAKGEPPPPVGPGEGVGLLGTGREGTSG 687

souris 721 RGGNRAGSQHLTPAALLYRAAVTRSQKRGISSEEEEGEVDSEVELPPSQRWPQGPNMRQS 780
111 11 iiTijiijjnnumiTunim u i LUIII ij-mj IT. uin

humain 688 RGGSRAGSQHLTPAALLYRAAVTRSQKRGISSEEEEGEVDSEVELTSSQRWPQSLNMRQS 747

souris 781 LSTFSSENPSDVEGGTASEPSPSQTPEVGSTNTDERPDERSDDMCSQGSEIPLDLPTSEV 840
11 II 11 11111 . 1_ ill I Li 111 Ui LI I lj_li! 1J i i 11 U 1111 Timjj i _[• ill

humain 748 LSTFSSENPSDGEEGTASEPSPSGTPEVGSTNTDERPDERSDDMCSQGSEIPLDPPPSEV 807

souris 841 VPEREASSLPMQHQ....DGQGPNPEDSDCDSTELDNSNSIDALRPPASLPP 888
:1 I!11II.~lT ! "ill.IIII1111 111111 1:1 1111111111

humain 808 IPGPEPSSLPIPHQELLRERGPPNSEDSDCDSTELDNSNSVDALRPPASLPP 859

Figure 5. Comparaison de la sequence en acides amines de ZPK murin et ZPK

humain. Les r^sidus identiques sont identifies par une ligne verdcale. Les sous-domaines I-XI

des prot6ines kinases sont indiqu6s. Les deux domaines leucine-zipper sont soulign^s avec, en

gras, les acides amin6s responsables des interactions (Blouin et al., 1996).
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a €\.€ retenue pour sa grande fiabilit6 et pour la grande precision des r^sultats qu'elle permet

(Tobtenir. Ce projet de recherche est important car il va permettre d'am^liorer nos

connaissances sur I'implication des prot^ines kinases dans les m^canismes de contr61e de la

proliferation et de la diff^renciation cellulaire.
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CHAPITRE 1

MATERIEL ET METHODES

1.1 Embryons de souris

Les embryons de souris ont 6t€ pr^lev^s aux jours 11.5, 13.5, 15.5 et 17.5 de la p^riode de

gestation. Les embryons sont Ie r^sultat d>un croisement Fi entre des souris CD-1 (Charles

River, St-Constant, Quebec, Canada). Le jour oi Fon observe un bouchon vaginal chez la

femelle est consid6r6 comme Ie jour 0.5. Les embryons sont fix^s 16 hres ^ 4°C dans 4%

paraformald6hyde/0,lM cacodylate de sodium et 0,1M de tampon sodium phosphate (PBS). Les

embryons fix^s sont ensuite d6shydrat6s dans des concentrations ^ teneur d^thanol croissante

et enrob^s dans de la paraffine.

1.2 Synthese des ribosondes

Les ribosondes sont obtenues ^ partir du plasmide lin6ans6 pBluescript KS+ (Stratagene, La

Jolla, CA) qui contient un fragment de 192 paires de bases (correspondant aux nucl^oddes 837

^ 1028) de FADNc de ZPK. Les sorides antisens et sens sont obtenues en utilisant 1'ARN

polym^rase T3 et T7 (Pharmacia) respectivement. La reaction de transcription se fait en

presence d'UTP marque ^ la digoxigenine [digoxigenin-11-UTP, (Boehdnger Mannheim, Laval,

Quebec, Canada)]. Pour r^aliser la reaction de transcripdon, on utilise 1 ^g d'ADN lin6ans6,

2 ^1 de m61ange de marquage des sondes (10 mM ATP, 10 mM CTP, 10 mM GTP, 6.5 mM

UTP et 3,5 mM DIG-UTP). Ensuite, on ajoute 2 ^1 de tampon de transcription 10X [400 mM

Tris-HCl pH 8.0, 60 mM MgCl^ lOOmM Dithiothreitol (DTT), 20 mM spermidme, 100 mM

NaCl et 1 U/pl d'inhibiteur de ARNase (RNA guard, Pharmacia)]. Le volume est compl6t6 ^

18 nl et 1'ARN polym^rase est ajout^e (40 U).
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1.3 Hybridation in situ

Utiliser uniquement du mat6riel sterile pour 6viter les contaminations avec les ARNases.

Toutes les solutions utilis^es doivent obligatoirement 8tre trait^es avec 0,1% de

di^thylpyrocarbonate (DEPC) ou pr6par6es directement avec de Feau- 0,1% DEPC. Le DEPC

est un agent inhibiteur des ARNases.

1.3.1 Pretraitement des lames

Les coupes de dssus enrob^s dans la paraffme sont d'une ^paisseur de 4 ^un et sont monies sur

des lames polyionis^es (Superfrost Plus, Fisher, Montreal, Quebec, Canada). Les coupes sont

d6paraffm6es avec du xyl^ne (3X 2 min et IX 2 min 50% xyl6ne-50% 6thanol) et les tissus sont

ensuite r6hydrat6s dans des bains ^ teneur d6croissante en ^thanol (EtOH)(3X 2 min 100%

EtOH, IX 2 min 90% EtOH, IX 2 min 70% EtOH et IX 2 min 50% EtOH) jusqu'au PBS (8

g/L de NaCl, 0,2 g/L de KC1,1.44 g/L de Na^HP04, 0,24 g/L de KH2P04). Les coupes trait^es

10 min dans 1'HCl 0,2N ^ temperature de la pi^ce, sont lav6es deux fois 2 min dans Ie PBS avant

(Tetre immerg^es dans 0,3% Triton X-100/PBS pour 15 min Apr6s deux lavages de 2 min, les

coupes sont trait^es 5 min dans 20 % d'acide ac6tique ^ 4QC pour r^duire les reactions non-

sp^cifiques (phosphatases alcalines endog^nes). Les coupes sont lav6es deux fois 2 min dans Ie

PBS pour ensuite 8tre trait^es ^ la prot^inase K (2 ^g/ml dans 0,1m Tris-HCl pH 8.0,50 mM

EDTA pH 8.0) pour 30 min ^ 37°C. Ce traitement est suivi par deux lavages de 2 min dans Ie

PBS. Les coupes sont ensuite trait^es h la paraformald^hyde 4% (8 g de paraformald^hyde, 200

ml de PBS, 80 ^1 de NaOH ION, chauff^e ^ 55°C, refroidie, ajust^e ^ pH 7.0, filtr^e et plac6e

^ 4°C) pour 10 min. Suite ^ deux lavages de 2 min, les coupes sont plong6es dans un bain de

glycine 0,2%/PBS pour une p^riode de 10 min. Les coupes sont lav^es deux fois 2 min dans Ie

PBS pour ensuite 8tre ac6tyl6es 15 min avec de la tri^thanolamine (2,4 ml de tri^thanolamine

dans 160 ml d'eau, ajuster Ie pH ^ 7.5 et computer ^ 200 ml. A la demise minute, ajouter 500
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^d (Tanhydride ac^tique). Ce traitement est suivi (Tun demier lavage de 2 min dans Ie PBS.

1.3.2 Hybridation

Les coupes sont ensuite pr^hybrid^es avec 5X SSC (20X SSC : 3 M NaCl, 0,3 M citrate de

sodlum), 5X solution de Denhardt [50X Denhardt: 10 g/L de Ficoll (type 400), 10 g/L de

polyvinylpyrrolidone, 10 g/L de BSA (fraction V)], 50% formamide, 250 ng/ml ARN-t, 250

^ig/ml ADN de sperme de saumon d6natur6, et 4 mM EDTA ^ 42°C pour 3 h. Les coupes sont

hybrid^es toute la nuit dans la m8me solution sans ADN de spenne de saumon ^ 42°C en

presence soit (Tune ribosonde antisens ou d'une ribosonde sens ^ une concentration de 10 ng/|il.

1.3.3 Lavages et detection

Suite ^ Fhybridation, les coupes sont lav^es une fois dans 2X SSC pour 15 min ^ la temperature

de la pi^ce, incub^es 10 min dans 2X SSC avec ARNase A (1 ^g/rnl) ^ la temperature de la

pi^ce, lav^es deux fois 15 min dans 2X SSC ^ la temperature de la pi^ce et finalement lav^es

deux fois 15 min dans Ie IX SSC 37°C . Les coupes sont ensuite plong^es 1 min dans un bain

de Tris-HCl 0,1 M pH 7.9 avec 150 mM NaCl CTris 7.9), pour ensuite etre bloqu^es pour 60 min

h la temperature de la pi^ce dans 0,5% d'agent bloquant (Blocking reagent, Boehringer

Mannheim, Laval, Quebec, Canada)/Tris 7.9. Les coupes sont lav6es une fois 1 min dans Ie

tampon Tris 7.9. Ensuite, les coupes sent incub^es pour une p^riode de 2 h avec un anticorps

antidigoxig6nine couple ^ la phosphatase alcaline (1:500). Suite ^ 1'incubation, les coupes sont

lav^es trois fois 15 min dans Ie tampon Tris 7.9. Le demier lavage est de 10 min dans 0,1 M

Tris-HCl pH 9.5 avec 0,1 M NaCl, 50 mM MgClz et 1 mM levamisole (Tris 9.5). Apr6s les

lavages, on visualise les r^sultats avec une reaction chromog^nique de phosphatase alcaline avec

Ie "nitroblue tetrazolium chloride" (NBT) et Ie <(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate" (X-

Phosphate) comme substrat (Boehringer Mannheim, Laval, Quebec, Canada). On laisse r6agir

jusqu'^ Fobtention d'un marquage satisfaisant. Les reactions sont arr8t6es en plongeant les
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coupes deux fois 5 min dans 0,1 M Tris pH 8.0, 2,5 mM EDTA. Les coupes sont ensuite contre-

color^es 2 min avec I'h^matoxyline de Mayer's (Sigma) et monies avec une solution de 90%

glyc^roVPBS et 0,1% azide de sodium. Les photographies sont prises sur film T-MAX 100 ^

V aide d'un photomicroscope Zeiss.
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CHAPITRE 2

RESULTATS

2.1 Developpement embryonnaire de la souris.

Comme on Ie salt, les organismes muldcellulau-es se fonnent relativement lentement par un

processus de changements progressifs que 1'on appelle d^veloppement. La souris (Mus

musculus) n'^chappe pas ^ cette definition. La p6riode de gestation de la souris est de 19 jours

(21 jours dans certains cas) ce qui en fait Ie mammiftre id6al pour 6tudier Ie d6veloppement ^

cause de sa courte p^riode de gestation. Dans les premieres heures apr^s la fertilisation, Foeuf

f6cond6 se divise (clivage) pour atteindre Ie stade morula (32 cellules) et former ensuite Ie

blastocyste. Au jour 6,1'implantation du blastocyste est complete et c'est ^ ce moment que

debate la gastmlation. La gastmlation est Ie processus de migradon des cellules qui va odenter

les diff^rents feuillets cellulaires ^ leur place respective pour assurer un bon d^veloppement.

Ensuite, vers Ie jour 7.5 - 8, ily a formation du tube neural (neurulation). C'est Ie premier

syst6me ^ se former. Lors de la gastmlation, Ie feuillet endodennique p6n6tre ^ 14nt6rieur du

feuillet ectodermique pour former Ie tube digestif primitif. A partir du jour 8, on parle

(Torganog^se. Les somites se diff6rencient On assiste aux bourgeonnements du tube digestif

qui vont donner naissance aux poumons, ^ Festomac, au foie et au pancr^as. Le foie se fomie

au jour 9, les poumons au jour 9.5, Festomac et 1'intestin au jour 10 et Ie pancr^as au jour 11.

Au jour 11, Ie m6tan6phros est dans ses premiers stades de formation. Au jour 13, on assiste ^

la c^phalisation la plus forte (diff6renciation du cerveau) et ^ la formation des ganglions

spinaux. Au jour 14, les reins (m6tan6phros) commencent ^ etre fonctionnels et il y a formation

des vUlosit6s intestinales. Au jour 15, U y a la formation du stratum granulosum de la peau done

diff^renciation de la peau et Ie d6veloppement des follicules pileux. A ce stade, on assiste aussi

^ la cytodiff^renciation du pancr6as. Pendant les jours qui suivent, Ie foetus complete sa

formation.
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2.2 Localisation tissulaire de FARNm de ZPK dans un embryon de souris de 17,5 jours.

Des coupes du m8me embryon de souris de 17,5 jours ont 6t6 analyses par hybridation in situ

pour identifier les tissus qui expriment ZPK (Figure 6). A ce stade du d^veloppement, les

organes sont bien form6s et foncdonnels et cela permet de bien identifier les tissus qul pr^sentent

une expression du transcrit de ZPK. La figure 6A indique que ZPK est exprim^ dans les

stmctures nerveuses, telles Ie cerveau (t^lenc^phale CT)) et les ganglions spinaux (SG). ZPK est

aussi d6tect6e dans la peau (S), les intestins (i). Ie pancr^as (P) et les reins (non-visibles). La

figure 6B sert de controle n6gatif et r6v61e aucun signal non-sp^cifique.

Dans les points qui suivent, les organes ci-haut mentionn^s seront analyses s6par6ment au cours

de leur d^veloppement respectif. Les experiences ont €\.€ r6alis6es sur des coupes d'embryons

de souris ^ quatre stades de gestation, soit 11.5,13.5, 15.5 et 17.5 jours.

2.3 Expression de ZPK dans Ie cerveau embryonnaire.

2.3.1 Developpement du cerveau embryonnaire.

Originaire du feuillet ectodermique, Ie syst6me nerveux embryonnaire est Ie premier syst^me

^ se former. Le syst^me nerveux a une dynamique de fonnadon tr6s int^ressante. Au niveau

anatomique, Ie tube neural va former les ventricules et la colonne vert^brale par des divisions

cellulaires lat^rales. Au niveau tissulaire, des populations de cellules de la paroi du tube neural

vont se r^arranger pour former les diff^rentes regions fonctionnelles du cerveau. Au niveau

cellulaire, les cellules neuro^pifh^liales qui forment la couche de cellules la plus exteme du tube

neural vont amorcer leur cytodiff^renciadon pour devenir les diffteits types de neurones. Cette

cytodiff^renciation s'effectue de fa^on ordonn^e en partant de la region ant^rieure qui deviendra

Ie t61enc6phale. Au d6but, Ie tube neural embryonnaire est constitu6 d'une seule couche de

cellules non-diff6renci6es. Au cours du cycle cellulaire de ces cellules, Ie noyau se d^place.
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Figure 6. Localisation de Fexpression de l?ARNm de ZPK dans un embryon de souris

de 17.5 jours. Des coupes sagittales d'embryons ont €\& hybrid^es avec une ribosonde antisens

(A) ou sens (B) de FARNm de ZPK et color6es par une reaction chromog^nique de la

phosphatase alcaline (voir chapitre 2). Les sites anatomiques identifies pour fin de l^gende sont:

i, intestm; L, foie; M, m6senc6phale; P, pancr^as; S, peau; SO, ganglion spinal; T, t61enc6phale.

Grossissement original: x 24
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Apr6s un certains temps, c'est la position du noyau qui indique ^ la cellule son devenir. Ainsi,

les ceUules dont Ie noyau est Ie plus vers Fext^rieur, feront partie des cellules neuro^pith^liales.

Du c6t6 de la lumi^re du tube, les autres cellules qui bordent la lumi6re sent germinales, c'est-^-

dire qu'elles vont poursuivre leur action mitotique. Ainsi, c'est vers 1'int^rieur des ventricules

que Ie cerveau va se d^velopper. C'est entre les jours 11 et 13 que les diff^rentes regions du

cerveau se diff^rencient. A ce moment, on ne parle plus de tube neural mais bien de cer^eau

(Gilbert, 1994; Oppenheimer et Lefevre, 1989).

2.3.2 Localisation de Pexpression de FARNm de ZPK dans les structures nerveuses

embryonnaires.

L'expression de TARNm de ZPKest d6tect6e dans plusieurs regions du cerveau embryonnaire.

Toutefois, la plus grande partie de 1'expression se retrouve au niveau de la couche de cellules

neuro^pifh^liales de la v^sicule t^lenc^phalique. La figure 7.1A pr^sente 1'expression de ZPK

dans un cerveau de 11.5 jours. Dans ce cas-ci, 1'ARNm de ZPKest localis6 principalement dans

les ceUules neuronales qui vont donner naissance au t^lenc^phale. A 15.5 jours (Figure 7.1C),

on remarque que Ie nombre de cellules qui expriment ZPK a beaucoup augment^. De plus, la

figure d^montre bien que 1'expression est r^gionalis^e dans la portion neuro^pith^liale (zone

marginale) qui est constitute de cellules diff^renci^es. Les figures 7.1B-D sont des contr61es

n^gatifs pr^sentant aucun signal non-sp^cifique. La figure 7.2E pr^sente les r^sultats obtenus

sur des structures nerveuses que 1'on appelle les ganglions spinaux. On remarque qu'^ 15.5

jours (Figure 7.2E) et 17.5 jours (Figure 7.2F), Fexpression de ZPK dans les ganglions spinaux

est tr6s forte. Un controle n^gatif a €\& effectu6 sur une coupe adjacente de ce m8me dssu et

aucun signal non-sp^cifique n'a pu @tre d6tect6 (Figure 7.2G).
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Figure 7.1. Localisation de Pexpression de FARNm de ZPK dans Ie cerveau

embryonnaire. Pour la l^gende, voir ^ la figure 7.2.
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Figure 7.2. Localisation de Fexpressaon de FARNm de ZPK dans les ganglions spinaux.

Les coupes sagittales d'embryons ont 6t6 hybrid^es avec une ribosonde antisens (7.1A-7.1C-

7.2E-7.2F) ou sens (7.1B-7.1D-7.2G) de FARNm de ZPK. (7.1A) Expression de ZPK dans Ie

cerveau en d^veloppement d'un embryon de 11.5 jours. (7.1B) Mgme que 7.1A saufqu'une

sonde sens a 6t6 hybrid^e ^ une coupe s6n6e du m8me embryon. (7.1C) Expression de ZPK

dans Ie cerveau en d^veloppement d'un embryon de 15.5 jours. (7. ID) M8me que 7.1C sauf

qu'une sonde sens a 6t6 hybrid^e ^ une coupe s6ri6e du meme embryon. (7.2E) Expression de

ZPArdans un ganglion spinal (T un embryon de 15.5 jours. (7.2F) Expression de ZPK dans un

ganglion spinal d'un embryon de 17.5 jours. (7.2G) Meme que 7.2E sauf qu'une sonde sens a

6t6 hybrid^e ^ une coupe s6n6e du m8me embryon. S, peau; SG, ganglion spinal; T,

t61enc6phale. Grossissement original: x 160.
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2.4 Expression de ZPAT dans la peau embryonnaire.

2.4.1 Developpement de la peau embryonnaire.

L'^piderme est un organe qui origine du feuillet ectodermique. La peau embryonnaire ^ 14

jours (Figure 8) se compose d'une couche de quelques cellules non diff6renci6es qui ont la

possibility de se diviser. Par la suite. Ie nombre de couche de cellules augmente. A partir de ce

moment, on peut identifier les diff^rentes couches de cellules qui s'y retrouvent. A la base de

la peau, on trouve Ie stratum germinativum qui repr^sente la couche de cellules basales. Cette

couche constitue les cellules souches et non-diff6renci6es de la peau. C'est ^ partir des divisions

cellulaires de cette couche que les couches sup^rieures de cellules vont se former. Juste au-

dessus, on retrouve Ie stratum granulosum. C'est la couche diff^renci^e de la peau qui est

compl^tement form^e vers Ie jour 15 du d^veloppement embryonnaire. La diff^renciadon des

cellules de la peau correspond au moment oti les cellules amorcent 1? accumulation de k6ratmes.

EUes deviennent ainsi des k^radnocytes. Apr6s un certain temps, les cellules ont emmagasin^

une grande quantity de teadnes ce qui cause une perte importante de cytoplasme et du

m^tabolisme, ce qui les entrainent indubitablement vers leur 6tat de diff^renciadon tenninale

qui est en fait la mort cellulaire. Les cellules mortes constituent la demise couche de cellules

de la peau, Ie stratum comeum qui est la couche com^e et protectdce de la peau (Fuchs et

Byme, 1994). Un autre fait int^ressant, c'est la cytodiff^renciadon des k^ratmocytes qui est en

correlation avec Finduction de la transcription des g6nes des k^ratines par les dennamyotomes.

Les dermamyotomes correspondent ^ la portion des somites qui est situ^e du c6t6 de F6piderme.

Ces derniers induisent, par des facteurs solubles, la transcription des g6nes des k^ratines de

structure et F apparition des granules de k^ratines vers Ie jour 15 du d6veloppement (Fuchs et

Byrne, 1994). La figure 8 pr6sente la morphologie de la peau de souris au cours du

d^veloppement embryonnaire.
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Figure 8. JVBcrophotographies de coupes de peau (Tembryons de souris de 14,17 et 19

Jours de gestation.

1. Coupedepeaud'embryondeHjours. 2. Coupe de peau d'embryon de 17 jours. Onvoit

Men les trois couches qui composent la peau. i. Stratum germinativum, 2. Stratum spinosum et

3. Stratum granulosum. 3. Coupe de peau (Tembryon de 19 jours. D, derme; HG, follicule

pUeux en d^veloppement; HP, foUicule pUeux; P, p^ridenne; SC, stratum comeum\ SB, stratum

germinativum', SG, stratum granulosum; SS, stratum spinosum. Grossissement original: x 650

(Tir6 de DuBRUL, 1972)
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2.4.2 Localisation de ^expression de FARNm de ZPK dans la peau embryonnaire.

Aucune expression du transcrit de ZPKest d^tect^e dans les deux ^ trois couches de cellules qui

constituent F^piderme non-diff6renci6 d'un embryon de 13.5 jours (Figure 9.1A). A 15.5 jours

(Figure 9.1B), on observe une expression de ZPK de fa^on ponctuelle dans la peau, tandis qu'^

17.5 jours (Figure 9.1C), on d^tecte Fexpression de ZPK de fa^on continue dans toute la peau.

Un agrandissement (Tune portion de peau d'embryon de 17.5 jours (Figure 9. ID), nous

renseigne sur la localisation precise de 1'expression du transcrit de ZPK. En fait, ZPK est

expnm^e uniquement dans Ie stratum granulosum qui est la couche de cellules diff^renci^es de

la peau. Par opposition. Ie stratum germinativum qui contient les cellules souches de la peau

(cellules non-dtff^renci^es) exprime en aucun temps Ie transcrit de ZPK. La figure 9.2 pr6sente

une coupe de peau d'un embryon de 16 jours. On remarque bien Ie stratum granuhsum marque

et Ie stratum germinativum, en bleu, qui n'est pas marque.

2.5 Expression de ZPK dans les vibrisses embryonnaires.

2.5.1 Structure des follicules des vibrisses embryonnaires.

Provenant cTune interaction entre Ie derme et F^piderme, les follicules pileux sont form^s ^

partir de la couche suprabasale de la peau. II en est de m@me pour les follicules des vibrisses.

Une difference int^ressante que I* on peut faire entre ces deux types de follicules est que les

follicules des vibrisses sont fonctionnels beaucoup plus t6t que les follicules pileux, ce qui

implique une diff6renciation pr^coce (Fuchs et Byme, 1994). Le follicule des vibrisses est

consdtu6 de plusieurs couches de cellules. Au centre, on trouve la vibrisse qui est entour^e par

la galne de cellules intemes. La gaine de cellules intemes est form6e de deux couches de

cellules. La couche de Huxley et la couche de Henle. Ensuite, Ie tout est entour6 par la gaine

de cellules extemes (Figure 10).
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Figure 9.1. LocaUsation de rexpression de FARNm de ZPK dans la peau embryonnaire

de souris. Pour la l^gende, voir la figure 9.2.
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Figure 9.2. Localisation de Fexpression de FARNm de ZPK dans la peau cTun embryon

de 16 jours. Coupe de peau d'un embryon de 13.5- (9.1A), 15.5- (9.1B), 17.5- (9.1C-D) et 16

(9.2A-B) jours de d^veloppement. (9. ID) est un agrandissement de la peau d'un embryon de

17.5 jours. Toutes les coupes ont €\& hybrid^es avec une ribosonde andsens ^ 1'ARNm de ZPK.

La figure 9.2A a €\& hybrid^e avec une ribosonde andsens et 9.2B avec une ribosonde sens. HF,

follicule pileux; SCo, stratum comeum; SGe, stratum germinativum', SGr, stratum granuhsum.

Les t@tes de finches d^limitent les couches de cellules identifies. Grossissement original:

9.1A,B,D x 400; 9.1C x 160; 9.2A,B xl80
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cortex

couche de Huxley

couche de Henle

gaine de cellules externes

tfssu conjonctif

gaine de cellules internes

cuticule

Figure 10. Coupe transvereale schematique d?un follicule d'une vibrisse de souris. Le

cortex et la cuticule forment Ie poil. Les ceUules de la gaine de ceUules intemes produisent les

k^ratines pour former Ie poil. fTir^ et traduit de Rugh, 1968)
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2.5.2 Localisation de Pexpression de l?ARNm de ZPK dans les follicules des vibrisses.

L'expression d^tect^e dans les follicules des vibrisses se localise dans la gaine de cellules

intemes (inner root sheat, (IRS)) qui est Ie prolongement du stratum granulosum de la peau, 1^

oti on retrouve d6j^ 1'expression du transcrit de ZPK (Figure 11A). Un agrandissement d'un

follicule confirme cette localisation (Figure 11B). La figure 11C est un controle n6gatif qui

permet de v^rifier 1'absence de signaux art^factuels ou non-sp^cifiques dans la peau et les

follicules des vibrisses.

2.6 Expression de ZPK dans Fintestin embryonnaire.

2.6.1 Developpement de 1 'intestin embryonnaire.

L'intestin est Ie premier tissu d'origine endodermique ^ se former. M8me s'il n'est pas

fonctionnel, c'est lui qui est ^ la base de tout Ie syst6me digestif. Sa m^canique de formation

est assez simple. U se forme en grande partie au moment de la gastmlation quand 1'endoderme

p^n^tre it Fint^rieur des autres feuillets. C'est un m6canisme apoptotique induit par des facteurs

presents dans Ie liquide amniodque qui va permettre la formation de la lumite intesdnale et par

un processus invasif des cellules de m^senchyme dans les cellules 6pith61iales qui va former les

villosit^s (Figure 12)(Gilbert, 1994). Ensuite, Ie m^senchyme environnant va induire la

diff^renciation des cellules ^pith^liales des villosit^s. Cette diff^renciadon s'effectue selon un

patron non-sp^cifique et al^atoire dans 1'intestin, c'est ^ dire que ce ne sont pas toutes les

cellules qui subissent cette diff^renciation en m8me temps. Durant la demi6re semaine de

gestation, les cellules 6pith6Uales de 1'intestin vont passer d'un ^pith^lium stratifi6 ^ un

6pith61ium simple, signe de revolution de leur diff^renciation CVasioukhin et at, 1995). De

plus, ce n'est pas avant la troisi^me semaine apr6s la naissance que 1'intesdn murin ne devient

compl^tement mature (Calvert et Pothier, 1990; Simon et Gordon, 1995).
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Figure 11. Localisation de Pexpression de FARNm de ZPK dans les follicules des

vibrisses. Les coupes sagittales d'embryons ont 6t6 hybrid^es soit avec une dbosonde antisens

(11A-11B) ou sens (11C) de FARNm de ZPK. (HA) Coupe transversale d'un foUicule de

vibrisse pr^sentant une expression de ZPK dans la gaine de cellules intemes. (11B)

Agrandissement du follicule pr6sent6 en 11A. (11C) M^rne qu'en 11A sauf qu'une sonde sens

a 6t6 hybrid^e ^ une coupe s6ri6e du m8me embryon. C, cortex; IRS, gaine de cellules intemes;

ORS, gaine de cellules extemes; S, peau; WF, follicule de vibrisse. Grossissement original:

A,C x 160; B x 400.
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Figure 12. Schema du developpement embryonnaire de Fintestin.

E14 Jour 14 du d^veloppement embryonnaire; E15 Jour 15 du d^veloppement; E17, jour 17 du

d6veloppement Les cellules cubol'dales et les cellules UT6guli6res repr^sentent respectivement

les cellules ^pith61iales et les cellules de m^senchyme. On voit qu'au jour 15, les cellules du

m6senchyme envahissent les cellules ^pith^liales pour donner naissance aux villosit^s. (Tv[6 de

Sonnenberg et ai, 1993)
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2.6.2 Localisation de Pexpression de 1'ARNm de ZPK dans Pmtestin embryonnaire.

A 13.5 jours, Fintestin embryonnaire non-diff6renci6 ne pr^sente aucune trace de Fexpression

de ZPK (Figure 13A). A 15.5 jours, au moment oti les villosit^s intestinales commencent ^ se

former, on observe certaines cellules 6pith61iales qui expriment ZPK (Figure 13B). A 17.5

jours, les villosit^s sont completes et on observe une expression al^atoire de ZPK dans les

cellules 6pith61iales Ie long des villosit^s de m8me que dans les cryptes (Figure 13C).

Finalement, aucune expression est d^tect^e dans les cellules m^senchymateuses et dans les

couches musculaires qui forment 1'intestin. La figure 13D est un controle n^gatif qui pr6sente

aucune reaction non-sp^cifique.

2.7 Expression de ZPK dans 1c pancreas embryonnaire.

2.7.1 Developpement du pancreas embryonnaire.

Le pancr^as a une origine endodermique. II est forrn^ ^ partir de la paroi intestinale. Le

pancr^as se d^veloppe ^ partir de la fusion de deux diverdcules distincts; Ie ventral et Ie dorsal

(Figure 14). Par la suite, Ie pancr^as subira une s6rie de mitoses tr6s rapides en gardant un taux

basal cThormones et d'enzymes digesdves. A 15 jours, les cellules du pancr^as, vont subir une

cytodiff^renciation. C'est ^ dire que les populations de cellules qui composent Ie pancr^as vont

acqu^rir leur fonction respective. Une population va dormer naissance aux cellules acineusevS

qui constituent la voie de s^cr^tion exocrine (s6cr6tion des enzymes digesdves). Cette

diff6renciation s'observe facilement par Ie d^veloppement d'un important r6ticulum

endoplasmique, d'un appareil de Golgi et de 1'accumulation de granules de zymog^nes. La

seconde population va former les tlots de Langerhans qui constituent la voie de s6cr6tion

endocrine (s6cr6don d'hormones: insuline, glucagon). C'est Ie compartiment de cellules

endocrines qui se diff^rencie Ie plus rapidement (Slack, 1995).

41



^

Figure 13. Localisation de Pexpression de 1'ARNm de ZPK dans Pintestin

embryonnaire. Coupes d'intestin d'embryons de 13.5- (A), 15.5- (B) et 17.5- (C-D) jours de

d^veloppement Les coupes sagittales d'embryons out 6\6 hybrid^es avec une ribosonde antisens

(A-B-C) ou sens (D) de 1'ARNm de ZPK. Les t^tes de fl^che en (B), montrent la position des

ceUules qui expriment ZPK dans 1'intestin d'un embryon de 15.5 jours, i, intestin; V, villosit^.

Grossissement original: x 160.
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Figure 14. Schema du devdoppement embryonnaire du pancreas. Le pancr6as est form6

^ partir de la fusion de deux diverdcules; Ie dorsal et Ie ventral. (Tir6 et traduit de Gittes et

Rutter. 1992)
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2.7.2 Localisation de Fexpression de l?ARNm de ZPK dans 1c pancreas embryonnaire.

Le premier pancr6as dans lequel on a d6tect6 une expression de ZPK, est celui de 15.5 jours

(Figure 15.1A). On peut voir sur la figure qu'un seul acini (fl6che) pr^sente une expression de

ZPK. A 17.5 jours, ce sont tous les acini qui pr^sentent une forte expression de ZPK (Figure

15.1B). Aucun signal non-sp^cifique est observe dans Ie controle n^gadf (Figure 15.1C). Sur

la figure 15.2A, on peut observer des tlots de Langerhans, au centre, qui ne pr^sentent aucune

expression de ZPK.

2.8 Expression de ZPK dans les reins embryonnaires.

2.8.1 Developpement du rein embryonnaire.

Le rein est un organe d'origine m^sodermique. La base de son d^veloppement repose, comme

pour la plupart des organes, sur des interactions 6pith61io-m6senchymateuses. Le rein

embryonnaire (m^tan^phros) se d^veloppe vers Ie jour 11 du d^veloppement. Au d6but, un

signal qui provient de 1'uret^re induit la transformation du m^senchyme, qui est la zone

pr^somptive du m6tan6phros, en cellules 6pith61iales qui vont ^ leur tour se diff^rencier en

tubules proximaux, distaux et en glom^rules. Ensuite, les cellules ^ l>extr6mit6 des tubes

nouvellement form6s, vont induire la formation des tubules r^naux et des glom^rules (Figure

16). D6s Ie jour 15 du d6veloppement. Ie rein est fonctionnel, et les cellules des tubules sont

done diff6renci6es (Bard et al., 1994).

2.8.2 Localisation de Pexpression de PARNm de ZPK dans les reins embryonnaires.

A 13.5 jours, aucun signal est d6tect6 dans Ie dssu r^nal (Figure 17.1A). A 15.5 jours (Figure

17.1B) et 17.5 jours (Figure 17.1C), 1'expression de ZPKest d^tect^e de fa^on croissante dans

les cellules 6pith61iales des tubules r^naux. Aucune expression n'est d6tect6e dans Ie dssu
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m^senchymateux et les cellules endoth^liales qui composent les reins. La figure 17C montre

la glande surr^nale oil 1'expression de ZPKest d^tect^e dans la zone corticale de la glande plus

pr6cis6ment dans la zonafasciculata. Sur la figure 17.2A, on peut observer la localisation de

ZPK dans un rein d'embryon de 16 jours. On remarque que Fexpression de ZPK se limite aux

cellules des tubules collecteurs.
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Figure 15.1. Localisation de rexpression de 1'ARNm de ZPK dans 1c pancreas

embryonnaire. Pour la l^gende, voir figure 15.2.
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Figure 15.2. Localisation de Pexpression de 1'ARNm de ZPK dans un pancreas

cPembryon de 16 Jours.

Coupes de pancr^as d'embryons de 15.5- (15.1A), 17.5- (15.1B-C) et 16 (15.2 A-B) jours de

d^veloppement Les coupes sagittales d'embryons ont 6t6 hybrid^es avec une ribosonde antisens

(15.1A-15.1B-15.2A) ou sens (15.1C-15.2B) de 1'ARNm de ZPK. i, intestin; L, foie; P,

pancr^as; I, ilots de Langerhans. Grossissement odginal: 15.1A,C x 400; B x 160; 15.2A,B x

180.
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Figure 16. Schema du developpement embryonnaire du rein.

(a) Le bourgeonnement de I'ur&trc (U) est induit et U induit Ie m^senchyme (M) ^ se condenser.

(b) Condensation du m^senchyme. (c) Le m^senchyme condense fonne des v^sicules pour

former les corps en S (d). (E) Le corps en S s'aUonge pour former les tubules proximaux (FT)

et distal (DT). Le tout fusionne avec Ie tube collecteur (CD). (F) Les tubules continuent de

s'allonger lors de la maturadon. (Tir6 et traduit de Bard etai,1994)
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Figure 17.1. Localisation de Pexpression de PARNm de ZPK dans Ie rein embryonnaire.

Pour la 16gende, voir figure 17.2.
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Figure 17.2. Localisation de Fexpression de PARNm de ZPK dans Ie rein (Tun embryon

de 16 jours.

Coupes de rein d'embryons de 13.5- (17.1A), 15.5- (17.1B), 17.5- (17.1C-D) et 16- (17.2A-B)

jours de d^veloppement Les coupes sagittales d'embryons ont 6t6 hybnd^es avec une ribosonde

antisens (17.1A-B-C, 17.2A) ou sens (17.1D, 17.2B) de FARNm de ZPK. AG. Glande

surr^nale; CT, tubules collecteurs; K, rein; Pe, pavilion. Grossissement original : 17.1 x 160;

17.2x180
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CHAPITRE 3

DISCUSSION

3.1 Preambule

Les informations obtenues dans cette 6tude ont permis d^claircir nos connaissances sur les r61es

potentiels de la prot^ine ZPK dans la ceUule au cours du d^veloppement embryonnaire. On sait

que ZPK est une prot^ine s6rine/thr6omne kinase cytoplasmique (Blouin et ai, 1996; Reddy et

Pleasure, 1994). II est done probable que ZPKjoue Ie role d'un transducteur cytoplasmique

pour une ou des cascades de signaux intraceUulaires initi^es par un ou des facteurs de croissance

ou hormones peptidiques et leurs r6cepteurs. Le fait que ZPK se retrouve dans des populations

de cellules sp^cifiques de certains organes, peut laisser croire ^ la participation de ZPK dans plus

cTun programme morphog^n^tique responsable du d^veloppement normal de ces organes.

L'6tude r6alis6e dans Ie cadre de mes travaux de maitrise, a permis d'^tablir que Fexpression

de 1'ARNm du g6ne ZPK est pr6f6rentiellement localize dans les cellules 6pith61iales

diff^renci^es de diff^rents organes et ce, ^ partir d'une p^riode au cours du d^veloppement qui

correspond ^ I* apparition d'un ph^notype diff6renci6. On parle ici, entre autres, de la couche

granulaire de la peau, des cellules 6pith61iales des villosit^s intesdnales, des ceUules acineuses

du pancr6as et des cellules ^pith^liales des tubules r^naux. On retrouve 6galement une

expression de ZPK dans les cellules neuro6pith61iales diff6renci6es du cerveau en

d6veloppement. Done toutes les populations de cellules qui expriment ZPK ont un point en

commun. Ce sont toutes des populations de cellules qui entament un processus biologique

associ6 ^ la diff^renciation terminale et qui va permettre ^ 1'organe de devenir fonctionnel.

La diff^renciation des cellules est la g6n6ration de la diversity cellulaire qui est contenue dans

un organisme (Gilbert, 1994). Quand on parle de diff^renciadon terminale, on parle du devenir
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ultime des cellules diff6renci^es. En fait, les cellules, selon leur provenance, vont entrer dans

un processus biologique qui va les mener vers trois voies possibles. Elles pourront soit acqu^rir

leurs fonctions biologiques d6finitives (diff^renciation), soit se diriger vers la mort cellulaire

pr6programm6e qui est Papoptose, soit enfm vers un 6tat de latence qui est la phase GO du cycle

cellulaire (Figure 18). Cette demise possibility n'est pas un processus biologique menant vers

la difftenciation terminale des cellules qui y accident et son role n'est pas encore tr^s clair

(Philipson et Sorrentino, 1991). Dans chacun des cas, plusieurs param^tres peuvent etre

responsables du chemin que la cellule va suivre. Parmi ces demiers, on peut mentionner la

disponibilit^ des nutriments, la grandeur et la density des cellules, I'adh^sion cellulaire et la

presence de facteur de croissance qui peuvent influencer Ie cycle cellulatre. Ces param^tres

auront un effet direct sur la transcription des g6nes impliqu6s dans Ie bon devenir de la cellule

(PhUipson et Sorrentino, 1991). Done, la diff^renciadon terminale de populations sp^cifiques

de cellules est diff6rente d'une populadon ^ une autre.

Le cerveau et la peau sont de bons exemples pour comprendre les diff^rents processus

biologiques associ6s ^ la diff^renciation terminale. Dans un premier temps, une cellule qui

entame un processus de diff^renciadon ne doit g6n6ralement plus avoir d'action mitotique done

son cycle cellulaire est bloqu^ en Gl. Cest ^ partir de la phase Gl que la cellule va etre

onent^e pour son devenir (Figure 18) (Philipson et Sorrentino, 1991). Dans Ie cerveau, l>6tat

de dtff^renciation terminale des cellules est atteint lors de 1'acquisition des fonctlons neuronales

des cellules du cerveau. Pour la peau, c'est compl6tement different. En fait, la peau est un

organe qui est en renouvellement cellulaire continuel ^ partir d'une couche de cellules basales

non-diff6renci6es. La diff^renciation des cellules souches en k^ratinocytes se fait avec

V accumulation de granules de k^ratines. La diff^renciation terminale des ktodnocytes les

conduit vers Fapoptose, par une trop grande accumulation de k6ratine, pour donner naissance

h la couche com^e de la peau (Fuchs et Byrne, 1994).
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Figure 18. Representation du cyde cellulaire. Apr6s la mitose (M), la cellule entre dans

la phase Gl. Durant cette phase plusieurs ^v^nements vont 6tre rcsponsable de I'entr^e de la

cellule vers, un 6tat de latence (GO), sa difKrcnciadon ou vers la mort cellulaire. (Tu-6 et traduit

de Philipson et Sorrentino, 1991)
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3.2 Expression de ZPK dans les structures nerveuses.

Le patron d'expression de ZPjKrdans Ie syst^me nerveux central en d^veloppement sugg6re une

implication de ZPK dans la diff^renciation des neurones. En fait, 1'expression de ZPK est

observe dans la region des cellules neuro6pith61iales du t61enc6phale. Les cellules

neuro^pith^liales du t^lenc^phale sont les premieres cellules du cerveau ^ se diff^rencier vers

Ie jour 10 (Gilbert, 1994; Oppenheimer et Lefevre, 1989). Au jour 9 du d6veloppement, aucune

expression de ZPK est d^tect^e dans Ie tube neural (r^sultats non-pr6sent6s) et au jour 1 1 les

cellules neuro6pith61iales du cerveau pr^sentent un d6but d'expression de ZPK. Par la suite,

cette expression s'intensifie avec 1'augmentadon du nombre de cellules diff6renci6es dans Ie

cortex c6r6bral. De plus, Fexpression de ZPK semble done etre en correlation avec la

diff^renciation des cellules nerveuses. Ces r6sultats sont en accord avec ceux obtenus chez

Fadulte puisque 1'expression de ZPK se situe dans des populations de neurones qui ont atteint

leur niveau de sp^cialisation maximale comme les cellules de 1'hippocampe et les cellules du

cortex c6r6bral qui sont des cellules d'origine neuro6pith61iale (Blouin et aL, 1996). Les

ganglions spinaux qui sont des structures nerveuses expriment aussi ZPK. Us sont enti^remenl

differences au jour 13. Les r^sultats que nous avons obtenus sur les ganglions semblent corr^ler

avec la diff6renciadon du dssu. Comme on peut Ie constater, les cellules entrent en fonction au

moment oi la diff^renciation terminale des cellules nerveuses se produit.

3.3 Expression de ZPK dans la peau et les follicules des vibrisses.

Le patron cT expression de ZPK dans la peau embryonnaire qui se situe exclusivement dans la

region du stratum granuhsum, sugg6re une implication de ZPK dans Ie processus biologique

qui m^ne les cellules vers leur 6tat de diff6renciation terminale. Le stratum granuhsum

correspond aux cellules en diff^renciation. Cette diff^renciation d6bute vers Ie jour 14 et est

complete vers Ie jour 15 (Fuchs et Byme, 1994). Les r6sultats obtenus corr^lent tr6s bien dans

Ie temps avec la diffteiciation de la peau car on assiste ^ une augmentation de 1'expression de
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ZPK ^ mesure que la peau se diff^rencie. Dans la peau adulte (r^sultats non-pr^sent^s) Ie patron

d'expression de ZPK se situe exclusivement dans Ie stratum granuhsum. On sait que la peau

est continuellement en renouvellement. Ceci dit, il y a toujours de nouvelles cellules qui se

diff^rencient pour atteindre leur 6tat de diff^renciation terminale. Dans Ie cas de la peau, la

differentiation terminale m6ne ^ la mort cellulaire provoqu^e par une grande accumulation de

k^ratmes (Fuchs et Byme, 1994). L'analyse des r^sultats obtenus sur les follicules pileux et les

follicules des vibrisses appuie l'hypoth6se de la participation de ZPK dans un processus

biologique menant ^ la diff^renciation terminale. En fait, les follicules pileux et les follicules

des vibrisses sont fonn^s par Ie stratum granuhsum. La diff^renciation de ces cellules se traduit

par la production de k6ratine ^ 1'ext^rieur de la cellule pour fomier Ie poil ou la vibrisse (Kopan

et Weintraub, 1993). Cest la presence du cuticule d'un poil qui indique l'6tat de diff^renciation

du foUicule. Les follicules pileux de la peau ne sont pas actifs avant la naissance contrairement

aux follicules des vibrisses qui sont d6j^ productifs d&s Ie jour 16 du d^veloppement

embryonnaire de la souris. Done ces r^sultats sugg^rent la participation de ZPK dans les

processus de diff^renciation terminale de la peau et des structures qui la composent.

3.4 Expression de ZPK dans Pintestin.

Dans Fintestin embryonnaire, on observe une expression de ZPK dans les cellules 6pith61iales

des villosit6s intestinales selon un patron irr^gulier. Au d^but, 1'intestin est fonn6 de

populations de cellules stratifi^es peu diff6renci^es. Ensuite, ces cellules vont etre induites en

ceUules ^pith61iales mtestmales vers Ie jour 10. Leur differentiation terminale, qui constitue leur

entree en fonction, d6bute vers Ie jour 14 et se tenninera seulement trois semaines apr^s la

naissance. Done les cellules 6pith61iales ne se diff^rencient pas toutes en m8me temps. Elles

Ie font selon un patron al^atoire (Calvert et Pothier, 1990). Si 1'on compare ces informations

avec les r6sultats de 1'expression de ZPK on se rend compte que tout corr61e avec Ie processus

de diffdrenciation des cellules 6pith61iales des villosit^s intestinales. Les r^sultats observes dans

Fintestin adulte CBlouin et ai, 1996) sont en accord avec les observations faites chez Fembryon.
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Les cellules ^pith^liales des villosit^s intestinales adultes sont continuellement en

renouveUement ^ partir de cellules souches. Ces cellules souches sont en fait les cellules de la

crypte de Lieberkuhn. Elles donnent naissance aux cellules 6pith61iales des villosit^s qui sont

61imin6es ^ la pointe de la vUlosit^ et aux cellules de Paneth qui sont ^limin^es par phagocytose

(Dau^a et a/., 1990). Done il y a toujours des cellules qui sont dans un processus de

diff^renciation tout Ie long des villosit^s. Le patron (T expression de ZPK chez 1'adulte est

confine aux cellules 6pith61iales de la villosit^ et aux cellules de Paneth. Ces r^sultats peuvent

nous faire penser ^ un r61e de ZPK dans Ie processus qui entralne les cellules vers leur

diff^renciation terminale qui est 1'apoptose.

3.5 Expression de ZPK dans Ie pancreas.

Dans Ie pancr6as, la premiere expression de ZPK a 6t6 d6tect6e dans la portion exocrine au

moment oti Forgane subit de profonds changements morphog6n6tiques qui entralneront ce

dernier vers un 6tat de cytodiff^renciation complet. Pour les cellules s6cr6tnces comme les

cellules acineuses, la cytodiff^renciation s'observe par Ie d^veloppement d*un important

r^ticulum endoplasmique, d'un appareil de Golgi ainsi que 1'accumulation de granules de

zymog6nes (Slack, 1995). Les r6sultats de la localisation de 1'expression de ZPK sugg6rent un

r61e pour la prot6ine dans Ie processus biologique qui entralne les cellules acineuses dans

V acquisition de leurs foncdons biologiques done vers leur 6tat de diff^renciadon terminale. Les

r^sultats d'expression obtenus chez 1'adulte sont en accord avec les r^sultats embryonnaires.

L'expression chez 1'adulte est localize uniquement dans les cellules acineuses (Blouin et al.,

1996). Ce r^sultat est tr6s int^ressant, car Ie pancr6as est consdtu6 de deux populations de

ceUules diff^renci^es importantes et seulement les cellules acineuses et non les cellules des Hots

de Langerhans expriment ZPK. Cette observation sugg^re une participadon de ZPK dans Ie

mainden de F^tat diff6renci6 des cellules acineuses. Pour ce qui est des cellules ductales, il n'a

pas 6t6 possible de les identifier ad^quatement ^ cause du fort marquage observe dans Forgane.
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3.6 Expression de ZPK dans les reins.

L'entree en fonction du rein embryonnaire (m6tan6phros) se fait assez tard au cours du

d^veloppement (jour 14). Cest au jour 15 que V on observe la premiere expression de ZPK dans

ces cellules. Le patron d'expression de ZPK dans les cellules 6pith61iales des tubules r^naux est

en correlation avec la diff6renciation de ces cellules. La foncdon de ces cellules est de

r^absorber les bons nutriments qui ont €\.€ enlev^s du sang. Les r^sultats obtenus chez Fadulte

sont en accord avec les r6sultats embryonnaires. Chez Fadulte, ZPK se retrouve dans la meme

population de cellules (r^sultats non-pr6sent6s). Un autre r6sultat int^ressant, c'est la detection

de ZPK dans la zona fasciculata de la glande surr^nale. Cette zone est responsable de la

ste6don des glucocorticoi'des qui sont n^cessaires au cours du d^veloppement embryonnaire

(Gilbert, 1994). En fait, ils interviennent dans la regulation de la transcription des g6nes

(Gilbert, 1994). Les cellules de la wnafasciculata sont des cellules qui se diff^rencient tr6s t6t

dans Ie d^veloppement (jour 12-13). Ceci peut s'expliquer par Ie fait que les glucocorticoi'des

sont n^cessaires pour stimuler des 6v6nements morphogdn^tiques ult^rieures. Tous ces r^sultats

sugg^rent une fois de plus 1'implication de ZPK dans des processus li6s ^ la diff^renciation

terminale de populations sp^cifiques de cellules.

3.7 Discussion generale

Tous les organes dans lesquels Ie g6ne ZPK est exprim6, ^ 1'exception du cerveau, ont un point

en commun, celui que leur d6veloppement repose sur des interactions entre un 6pith61ium et Ie

m^senchyme environnant. II existe trois types possibles d'interacdons (Gilbert, 1994). Le

premier type est une interaction impliquant un contact cellule-cellule. Ce type (T interaction est

important pour Ie d^veloppement des tubules r^naux (Lehtonen, 1975). Le second implique un

contact entre la ceUule et une matrice extraceUulaire. Les composants de la matrice vont induire

la diff^renciadon cellulaire. Par exemple, les cellules de Sertoli mises en culture sur une surface

non-recouverte d'^ments de la matnce extracellulaire perdent leur 6tat diff6renci6. Si on les
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met en presence (Tune membrane basale, elles reprennent une morphologie identique aux

cellules de Sertoli dans les testicules (Hadley et al., 1985). Le demier type d'induction n^cessite

aucun contact direct entre les cellules. En fait 1'induction se fait par 1'entremise de facteurs

solubles. Ces facteurs sont tr6s souvent des facteurs de croissance. Si 1'on parle de facteurs de

croissance, on parle aussi de r^cepteurs qui poss^dent une activity kinase intrins^que. On sait

que Ie signal est m6di6 via la phosphorylation de prot^ines cytoplasmiques. Dans cet ordre

d'id^e, il est possible d'unaginer que ZPK peut @tre acdv6e en r6ponse ^ la fixation d'un facteur

de croissance ^ son r^cepteur. Des prot^ines kinases sont reconnues pour agir dans ce type

d'induction. Le r^cepteur tyrosine kinase, c-met, qui est Ie r^cepteur de l'"hepatocyte growth

factor/scatter factor" (HGF/SF) utilise ce type d'induction. Ce qui rend cette prot^ine

int^ressante c'est son patron d'expression au cours du d^veloppement embryonnaire

(Sonnenberg et al., 1993). En fait, celui-ci est tr6s similaire ^ celui de ZPK. On retrouve Ie

r^cepteur c-met dans les cellules 6pith61iales des villosit^s intestinales, dans les cellules

6pith61iales des tubules r^naux, dans Ie pancr^as, dans Ie cerveau (Sonnenberg et al., 1993), et

dans la peau (Rosen et ai, 1994). De plus, ce r^cepteur et son ligand sont eux aussi bien

conserves au cours de revolution. Les acdons cellulaires du HGF/SF sent bien connues. II peut

servir comme agent mitog^nique (Nakamura et al., 1987), motog^nique (Stoker etai, 1987;

Gherardi et al., 1989) et morphog^nique (Santos et al., 1993) sur plusieurs populadons de

ceUules 6pith6Uales (Gherardi et al., 1993; Furlong, 1992; Birchmeler, 1993). L'^troite relation

qui existe entre Ie patron d'expression de c-met et de ZPK dans les m@mes populations de

cellules permet de sugg6rer un r61e potendel de ZPK dans la cascade intracellulaire activ^e par

Ie r^cepteur c-met. Aucune informadon n^tant disponible sur les prot^ines interagissant dans

la cascade activ^e par c-met, il est possible d'imaginer que ZPK est un substrat de ce r^cepteur.

Un autre fait est int^ressant. II est bien connu que HGF et c-met sont grandement impliqu6s

dans la r^n^radon h^padque (Nakamura et ai, 1984). Par cette ^troite relation dans Ie patron

d* expression du rtepteur du HGF et de ZPK, il est possible de sugg^rer que ZPK soit impliqu^

dans la cascade activ6e par HGF.
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La prot^ine RET est un autre bon exemple de prot^ine kinase oti F on a une d^monstradon de

son implication dans les processus biologiques U6s ^ la diff^renciadon de populations

sp^cifiques de cellules. Les zones d'expression de RET dans Fembryon sugg^rent sa

participation dans la diff6renciation de populations sp^cifiques de cellules neuronales et dans

les cellules 6pith61iales polaris^es des tubules r^naux. On peut comparer cet expression avec

F expression de ZPK dans ces m8mes organes. Avec ces r^sultats, Pachnis et al. (1993) et

Avantaggiato etai (1994) ontpostul^ que RET peut 8tre impliqu^ dans diff^rents programmes

morphog6n6tiques (Davidson, 1990). Une mise en evidence de 1'implication de RET dans Ie

d^veloppement embryonnaire est d^crite dans 1'^tude de Schuchardt et al. (1994) qui ont r6alis6

une inactivation complete du g^ne (knockout). Le r6sultat du knockout est un embryon mort-n6

qui n'a pas de d^veloppement normal des reins et du syst^me nerveux ent^rique. Ces r^sultats,

en analogie avec ZPK, permettent d'imaginer un r61e de ZPK dans Ie processus de

diff^renciation cellulaire.

Le r^cepteur tyrosine kinase c-ros est un autre exemple de prot^ine qui agit sous Finfluence

d'une interaction de type 6pith61io-m6senchymateuse. La localisation de Fexpression de c-ros

se restreint au compartiment de proliferation cellulaire de Fintestin (crypte) de 1'embryon et de

Fadulte ainsi que dans les zones de proliferation des reins embryonnaires CTessarollo et at.,

1992). Get exemple en comparaison avec ZPK vient confirmer que les zones d'expression de

ZPK sont des zones de diff^renciation. Done, une fois de plus, il est possible de sugg^rer un r61e

pour ZPK dans la diff^renciation cellulaire, soit dans 1'induction ou Ie mainden de l'6tal

diff6renci6.

Comme on peut Ie constater, il est possible d'imaginer un r61e potendel pour ZPK dans les

processus biologiques associ^s ^ la diff6renciation cellulaire. Avec ces observations, on peut

aussi sugg^rer que ZPK a un r61e dans la diff^renciation terminale en exer^ant un effet n6gadf

sur la proliferation. En fait, la diff^renciation terminale s'accompagne toujours d'un arret de

la croissance cellulaire. L'effet n^gatif sur la proliferation pourrait s'exercer ^ deux niveaux
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diff^rents. Dans un premier temps, on peut imaginer que la prot^ine ZPK provoque un arr8t de

la progression du cycle cellulaire lorsque les cellules atteignent un 6tat de diff^renciation

terminale. Le passage ^ travers Ie cycle cellulaire requiert 1'activation successive de plusieurs

prot^ines kinases de la famille des prot^ines kinases d^pendantes de la cycline (CDK, cyclin-

dependent kinase). Les CDK sont la c\€ de la regulation du cycle cellulaire (Morgan, 1995).

Leur r61e est de se fncer aux sous-unit^s des cyclines et de les acdver (Elledge et Harper, 1994).

L'activation des cyclines dans Ie cycle cellulaire se fait uniquement par les CDK. Le complexe

cycline-CDK peut ^ son tour etre inactive par une phosphorylation effectu6e par la prot^ine

kinase Wee 1. Comme chaque kinase a sa phosphatase, la prot^ine phosphatase Cdc25 va jouer

Ie role oppose ^ Wee 1. Une prot6ine CDK, cdc2, est responsable de la regulation de ces deux

prot6ines. En fait, cette kinase est capable de phosphoryler Wee 1 et Cdc25 avec comme

consequence d'inactiver Weel et d'acdver Cdc25. (Draetta, 1993; Solomon, 1993; Morgan,

1995).

Dans un deuxi6me temps, on peut sugg^rer que ZPK exerce un effet n^gatif sur la proliferation

cellulaire en provoquant 1'induction d'une r6ponse apoptotique dans les cellules dtff6renci6es.

L'apoptose est un processus physiologique cellulaire qui joue un r61e important au cours du

d^veloppement embryonnaire et aussi lors (T un stress physiologique (White, 1996). Au cours

de Fembryog^se, Fapoptose intervient dans la morphog6n6se des membres et dans

V organisation du syst^me nerveux central. En fait, lors de la synaptog6n6se, plus de la moiti^

des neurones meurent par apoptose (Bousquet et Sarthou, 1995). Une cellule apoptotique est

facile ^ identifier. On remarque au d6but une condensation de son cytoplasme et de sa

chromatine, suivi de la fragmentation de 1'ADN nucl^aire condens^e. La cellule ne decide pas

elle-meme de mourir. En fait, elle regoit des signaux activateurs ou inhibiteurs des cellules

voisines (Bousquet et Sarthou, 1995). Parmi ces facteurs, on retrouve des facteurs de croissance

comme TGFp et des cytokines telles que TNFa. Ces facteurs sont associ^s, dans la cellule, ^

des cascades de transduction de signaux qui impliquent des prot^ines kinases. Done on peut en

conclure que certaines prot^ines kinases sont impliqu6es dans Fapoptose.
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R^cemment, Ie groupe de Hirai et al. (1996) a isol6, de fa^on ind6pendante, 1'homologue de

ZPK chez Ie rat. Cette prot^ine, MUK, d^montre une forte homologie avec Ie groupe des

MAPKKK. Us ont isol6 cette nouvelle prot^ine avec une procedure de clonage bas6e sur

Futilisation de la technique de polym^risation en cascade (PCR) avec des oligonucl^otides

d6g6n6rescents correspondant aux sous-domaines It et VIH de la famille des MAPKKK. Les

r6sultats qu'Us ont obtenus associent MUK/ZPK ^ la voie d'activadon de JNK/SAPK (Hirai et

al., 1996). Us ont observe que lorsqu'ils transfectent MUK et JNK1 dans la m8me cellule et

qu'ils surexpriment MUK, Ie r6sultat est une activation de JNK1 visible par une

hyperphosphorylation du facteur de transcripdon c-Jun. II est important de noter que ces

experiences ont €\& r^alis^es en transfectant les deux g6nes dans des cellules qui ne les exprimait

pas. Done, m vivo, U peut y avoir des differences. La famille de JNK/SAPK sont des prot^ines

kinases appartenant ^ la grande famille des MAP kinases (MAPK) (Seger et Krebs, 1995). Les

cascades intracellulaires qui incluent les prot^ines de la famille des HSTK peuvent @tre activ6es

par des facteurs de croissance (EGF), des cytokines CTNFa) et par des stress extracellulaires tels

que I'irradiation aux ultraviolets, les chocs thermiques ainsi que 1'h^patectomie partielle (Figure

19). Les prot^ines de la famille des JNK ont un r61e reconnu dans les processus d'arret de la

proliferation et de la diff^renciation ainsi que dans la proliferation cellulaire (Diehl et Rai,

1996). Le r^sultat de ces cascades est d'activer c-Jun. Dans Fexemple de I'h^patectomie

partielle, les facteurs de transcripdon peuvent 8tre actives par deux voies parall^les qui vont

donner des r^sultats cellulaires similaires. La r^ponse via 1'activation de JNK/SAPK par TNFa

et EGF est la synth^se d'ADN par les h^patocytes d'un foie h6patectomis6. Par Ie fait que JNK1

a un lien avec ZPK/MUK et que INK1 est impliqu^ dans la r6g6n6ration h^padque, on peut

sugg6rer une implicadon de ZPK/MUK dans la r6g6n6ration h6patique.
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Figure 19. Voies (Tactivation des proteines de la famille des SAPK/JNK.

Facteurs de croissance (EGF) et les cytokines CTNFa) se lient aux r^cepteurs kinases qui initient

la cascade des kinases qui activent les MAPK et les SAPK respectivement. Ces deux voies sont

parall^les et certains ^ments sont homologues ce qui laisse pr^sager des acdons concomitantes

(Tir^e et traduit de Diehl et Rai, 1996).
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CONCLUSION

Les r^sultats de cette 6tude d^montrent un patron d'expression de 1'ARNm de ZPK tr^s

sp^cifique ^ certaines populadons de ceUules. Dans tous les tissus 6tudi6s, 1'expression de ZPK

est localize dans les populations de cellules diff^renci^es. En fait, Ie d6but de 1'expression de

ZPKesi observe ^ partir du moment oti s'inident des processus morphog6n6tiques conduisant

des populations sp^cifiques de cellules vers leur diff^renciation terminale.

Jusqu'^ present, aucun des groupes travaillant sur ZPK et ses homologues a d6montr6 que la

prot^ine 6tait synth^tis^e in vivo. Done il devient imp^radf de d^terminer si cette prot6ine est

synth^tis^e dans les cellules. Pour ce faire, il faudrait obtenir un anticorps sp^cifique ^ ZPK et

utiliser ce demier dans des techniques d'immunod^tection tels que 1'immunohistochimie et Ie

Westhem blot.

Comme la proliferation et la diff^renciation cellulaire sont g^n^ralement des processus

biologiques mutueUement exclusifs, 11 est plausible de penser que toutes les cellules exprimant

ZPK devraient voir son processus de proliferation arr8t6. Pour v^rifier cette hypoth^se, on

pourrait simplement introduire Ie g6ne ZPK avec un promoteur inductible ^ I'int^rieur de

cellules en culture et examiner Feffet de son expression sur la prolif^radon et aussi possiblement

sur F6tat de diff6renciadon des cellules. Les meilleures lign^es cellulaires devraient 8tre des

cellules pluripotentes, comme par exemple les P19 dont on peut induire la diff^renciation en

cellules nerveuses ou musculaires. L'expression de ZPK dans ces cellules pennettrait de v^rifier

si la prot^ine ZPK a un effet sur Ie controle de la proliferation et sur la diff^renciation de ces

cellules.

n serait aussi int^ressant de v^rifier Ie niveau d'expression du g6ne ZPK et de la prot^ine dans

des cellules transf onuses prolif^rant de fa^on anarchique atm de d^terminer s'11 existe une

correlation entre 1'expression et la proliferation. En fait, si les lign6es de cellules prolif^rant de
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fa^on anarchique n'expriment plus ZPK, il serait int^ressant de v^rifier si Y introduction du g6ne

ZPK aura un effet n^gatif sur la proliferation cellulaire et aussi un effet sur Ie ph^notype des

cellules utilises. Cette information indiquerait aussi si ZPK a un role potentiel dans Ie contr61e

de la proliferation et de la diff^renciation cellulaire. Les r6sultats de ces experiences

permettraient d'envisager un r61e de suppresseur de tumeurs pour ZPK.

Toutes les experiences propos^es pr^c^demment ont pour but de v^rifier 1'effet de I'introducdon

du g6ne ZPK dans des lign^es de cellules n'exprimant pas ZPK. L'inverse est aussi r^alisable.

On pourrait utiliser un syst^me qui permettrait (Texprimer un messager anti-sens ^ ZPK afin

d'emp6cher toute traduction du messager en prot^ine. On peut aussi introduire des

oligonucl^otides anti-sens qui vont se fixer ^ FARNm de ZPK et qui aura aussi un effet n^gadf

sur la traducdon. Une autre experience qui donnerait Ie meilleur r^sultat, serait de produire un

knockout du g6ne . Par cette technique, nous serions en mesure de d^terminer ^ quel niveau

ZPKjoue son r61e, soit dans Ie d^veloppement embryonnaire ou soit dans Ie maintien des tissus

adultes. Ces experiences permettraient non seulement d'^claicir nos connaissances sur Ie role

potentiel de ZPK dans la ceUule mais donneraient les informations capitales sur la participation

de ZPK dans les processus ceUulaires associ^s ^ la proliferation et ^ la diff^renciation cellulaire.

Pr6c6demment, nous avons trait6 de 1'implication de ZPK (MUK) dans la phosphorylation de

JNK1. Nous avons aussi pr6sent6 I'implication des prot^ines de la famille des JNK dans Ie

processus de la r^n^ration h^patique. Un autre fait int^ressant, c'est 1'homologie des patrons

d'expression de ZPK (Blouin et al., 1996) et du c-met, Ie r6cepteur du HGF (Wang, et al.,

1994). Nous savons aussi que Ie HGF et son rtepteur sont directement impliqu^s dans Ie

processus de r6g6n6ration h^padque. Des r^sultats obtenus par hybridation in situ (Blouin et a/.,

1996) de Fexpression de ZPK dans Ie foie adulte ont permis de d^temiiner que ZPK est expnm6

dans des h6patocytes matures qui pr^sentent une activity mitodque. Done 11 est possible de

croire au r61e de ZPK au cours de la r6g6n6ration h^patique. Pour v6rifier cette hypoth^se il

faudrait mesurer les niveaux d'expression de ZPK ^ plusieurs temps apr^s l)h6patectomie ainsi
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que v^rifier, par hybridation in situ, si Ie nombre de cellules exprimant ZPK augmentent. Avec

la mise en culture d'h^patocytes, il serait possible de mesurer les niveaux de phosphorylation

de ZPK lors (Tune stimulation par diff^rents agents impliqu^s dans la r6g6n6ration h^patique,

cela permettant d'identifier du m8me coup, des partenaires cellulaires de ZPK. II serait aussi

possible de v^rifier si ZPK a un r61e dans la proliferation des cellules h6patiques par

Fintroduction, dans les cellules en culture, d'un syst6me permettant d'obtenir 1'expression d'un

messager anti-sens ^ ZPK.

Des r^sultats r6cents out permis d'^tablir que HGF et son r^cepteur sont impliqu6s dans la

r^g^n^ratlon pancr^atique (Calvo et al., 1995). II serait int^ressant de v^rifier les niveaux

cT expression de ZPK ainsi que sa phosphoryladon au cours de la r6g6n6ration pancr^atique. On

salt que Fexpression de ZPK se limite aux cellules acineuses, done il faudrait v6rifier si, lors de

la pancr^atectomie ou la pancr^atite, ZPK est exprim6e et sa prot^ine est phosphoryl^e dans les

ceUules acineuses diff6renci6es qui se dlvisent. En fait, il serait int6ressant de reproduire cette

experience ^ tous les types ceUulaires, car dans Ie pancr6as, les cellules acineuses et les cellules

des U6ts de Langerhans vont se diviser pour donner naissance ^ d'autres cellules acineuses et

^ cTautres cellules des I16ts de Langerhans respectivement (Bonner-Weir et al., 1993). n sera

aussi important d'identifier les types cellulaires qui expriment ZPKlois de la r6g6n6ration de

Forgane principalement dans les cellules ductales qui donnent les deux types cellulaires. Les

informations pouvant etre obtenues grSce ^ ces experiences sont capitales. En fait, elles

permettront de nous renseigner sur un partenariat entre ZPK et HGF et aussi sur un r61e

important dans la r6g6n6ration de populations de cellules sp6cifiques du pancr6as.

Pour v6rifier Ie lien possible de c-met (HGF) et ZPK dans une meme cascade de signaux

intracellulaires, il s'agirait d'utiliser une lign6e cellulaire qui exprime Ie r^cepteur c-met et ZPK

simultan6ment Par la suite, il faudrait placer les cellules en culture sans s€mm en presence de

HGF. Done si les deux prot6ines sont impliqu^es dans une cascade commune, nous devrions

observer une phosphorylation de ZPK avec une stimulation par Ie HGF. Puisque les cellules

65



seraient cultiv^es en 1'absence de tout autre facteur de croissance, les r^sultats permettraient

d'identifier une cascade qui implique ZPK lors de la transduction de son signal.

Toutes les experiences pr6sent6es pr^demment, vont permettre d'am^liorer nos connaissances

sur ZPK. En fait, nous seront en mesure de conclure sur la participation de ZPK dans les

processus biologiques du contr61e de la proliferation ainsi que de la diff6renciation cellulaire.

A cause des multiples implications cellulaires des prot^ines kinases, il est de plus en plus

important de bien comprendre leur fonctionnement normal dans Ie but d'agir ad6quatement lors

de leur d6r6glement.
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ANNEXE

Tableau 1. Les acides amines et leurs symboles.

ACIDESAMINES CODONS

A
c
D
E
F
G
H
I
K
L

M
N
p

Q
R
s
T
v

w
Y

Ala

Cys

Asp

Glu

Phe

Gly
His

He

Lys

Leu

Met

Asn

Pro

Gin

Arg

Ser

Thr

Val

Trp

Tyr

Alanine

Cyst^ine

Acide aspartique

Acide glutamique

Ph^nylalanine

Glycine

Histidine

Isoleucine

Lysine

Leucine

M^thionine

Asparagine

Proline

Glutamine

Arginine

Shrine

Thr6onine

Valine

Tryptophane

Tyrosine

GCA
TGC
GAC
GAA
TTC
GGA
CAC
ATA
AAA
TTA
ATG
AAC
CCA
CAA
AGA
AGC
ACA
GTA
TOO
TAG

GCC
TGT
GAT
GAG
TTT

GGC
CAT
ATC
AAG
TTG

AAT
eec
CAG
AGO
ACT
ACC

GTC

TAT

GCG

GGG

ATT

CTA

CCG

CGA
TCA
ACG
GTG

GCT

GOT

CTC CTG CTT

CCT

CGC CGG CGT
TCC TCG TCT
ACT
GTT
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