ANALYSE ONTOGENIQUE DE L’EXPRESSION
DU GENE CODANT LA PROTEINE KINASE ZPK

par

André Nadeau

mémoire présenté au Département de biologie en vue

de I’obtention du grade de maitre &s sciences (M.Sc.)

FACULTE DES SCIENCES
UNIVERSITE DE SHERBROOKE

Sherbrooke, Québec, Canada, juin 1996



i Lib
o I

Acquisitions and

Bibliothéque nationale
du Canada

Direction des acquisitions et

Bibliographic Services Branch  des services bibliographiques

395 Wellington Street
Ottawa, Ontario
K1A ON4 - K1A ON4

The author has granted an
irrevocable non-exclusive licence
allowing the National Library of
Canada to reproduce, loan,
distribute or sell copies of
his/her thesis by any means and
in any form or format, making
this thesis available to interested
persons.

The author retains ownership of
the copyright in his/her thesis.
Neither the thesis nor substantial
extracts from it may be printed or
otherwise reproduced without
his/her permission.

395, rue Wellington
Ottawa (Ontario)

Your file Votre référence

Our file  Notre référence

L’auteur a accordé une licence
irrévocable et non exclusive
permettant a la Bibliotheque
nationale du Canada de
reproduire, préter, distribuer ou
vendre des copies de sa these
de quelque maniere et sous
quelque forme que ce soit pour
mettre des exemplaires de cette
thése a la disposition des
personnes intéressées.

L’auteur conserve la propriété du
droit d’auteur qui protege sa
thése. Ni la these ni des extraits
substantiels de celle-ci ne
doivent étre imprimés ou
autrement reproduits sans son
autorisation.

ISBN 0-612-15467-X

i+l

Canada



SOMMAIRE

ZPK est une nouvelle protéine sérine/thréonine kinase cytoplasmique dont la fonction cellulaire
n’est pas encore établie. Dans le but d’élucider son role potentiel au cours du développement
embryonnaire, nous avons effectué une analyse spatiale et temporelle de I’expression de
I’ ARNm de ZPK par hiybridation in situ sur des embryons de souris entre les jours 11.5 et 17.5
de la période de gestation. La premire expression de ZPK est détectée dans les cellules
neuroépithéliales du cerveau des le jour 11 du développement embryonnaire. Avec le temps,
on observe une expression de ZPK dans la couche granulaire de la peau, dans les cellules
épithéliales des villosités intestinales, dans les cellules acineuses du pancréas ainsi que dans les
cellules épithéliales des tubules rénaux. Cette expression survient uniquement dans ces organes
au moment ol ces populations de cellules entament des événements morphogénétiques associ€s
au processus de différenciation terminale. Dans I’ensemble, les résultats démontrent que ZPK
est préférentiellement exprimé dans des populations de cellules différencices ou en voie de
différenciation terminale. Les résultats obtenus dans cette étude suggerent que ZPK jouerait
possiblement un rdle dans I’induction ou le maintien de I’état différencié de certaines

populations de cellules.
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INTRODUCTION

L’environnement dans lequel une cellule se retrouve joue un rdle primordial dans la régulation
de ses activités intrinseques. En fait, c’est en partie par le milieu que les cellules s’envoient ou
s’échangent des signaux de communication. Ces signaux peuvent étre regus par la cellule sous
la forme de molécules qui établieront des interactions avec des récepteurs ancrés a la membrane
cytoplasmique de la cellule réceptrice. Ces récepteurs protéiques permettront de faire passer leur
signal 2 travers la membrane. Ensuite ces signaux seront acheminés jusqu’au noyau via des
transducteurs cytoplasmiques qui sont de nature chimique ou bien protéique. Ceci est une
description simpliste d’une cascade de signaux intracellulaires. En réalité, ces cascades
nécessitent plusieurs étapes supplémentaires. Plusieurs activités cellulaires sont contrdlées par
ce type de mécanisme et tout particulitrement le contrble de la prolifération et de la
différenciation cellulaire. 1l existe des protéines qui ont un rdle bien déterminé dans les
mécanismes de prolifération et de différenciation cellulaire. Les génes qui codent pour ces
protéines forment un groupe que 1’on appelle les proto-oncogeénes. Iis sont présents dans toutes
les cellules mais lorsque déréglés, ils entrainent I’apparition d’un cancer. C’est pourquoi une
défense efficace contre le cancer demande une bonne connaissance des syst®mes normaux
(Meeting review, 1995). Les protéines codées par les proto-oncogenes sont présent dans la
cellule sous quatre formes différentes (Figure 1). Elles peuvent &tre retrouvés a I’extérieur de
1a cellule sous la forme de facteurs de croissance (I), sur la cellule sous la forme de récepteurs
‘de facteurs de croissance (II) et dans la cellule en tant que transducteurs de signaux
cytoplasmiques (III) et de facteurs de transcription (IV). Ces protéines peuvent faire partie
d’une méme cascade de signaux (Pawson and Hunter, 1994). La fixation d’un facteur de
croissance 2 son récepteur est I’événement déclencheur d’une cascade de signaux
intracellulaires. Une fois activé, la cascade de signaux va se poursuivre en activant des
transducteurs cytoplasmiques qui ont pour fonction de transmettre le signal jusqu’au noyau.
Dans le noyau, les transducteurs cytoplasmiques vont signaler aux facteurs de transcription

d’activer la transcription des genes cibles via la phosphorylation du facteur de transcription. Les
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Figure 1. Localisation cellulaire des protéines codées par les proto-oncogénes. Le
contrdle de la prolifération cellulaire fait appel & quatre types de protéines dont les geénes
peuvent se transformer en oncogeénes. Ces types sont des facteurs de croissance (I), des
récepteurs (II), des transducteurs (IIT) ou des facteurs intranucléaires (IV). (Tiré de Darnell et
al., 1993)



cascades de signaux intracellulaires jouent un role primordial dans les mécanismes de régulation
cellulaire. Une grande famille de protéines utilise ce mécanisme pour agir dans la cellule. Leur
mécanisme d’activation et de répression dans les cascades de signaux est basé sur la
phosphorylation de résidus d’acides aminés. On parle ici de la superfamille des protéines
kinases. On lui donne le nom de superfamille pour la distinguer des autres familles qui sont

composées de beaucoup moins de membres (Hanks et Hunter, 1995).
LA SUPERFAMILLE DES PROTEINES KINASES

La superfamille des protéines kinases compte actuellement prés de 400 membres regroupées en
plus de 50 groupes, familles ou sous-familles classées ainsi selon des homologies entre elles
(Hanks et Hunter, 1995). La plupart de ces protéines ont une origine eucaryote quoiqu’un
nombre sans cesse grandissant de protéines kinases sont isolées chez d’autres organismes (Hanks
et Hunter, 1995). Il existe deux grands groupes principaux de kinases. Ils se différencient par
leur spécificité de phosphorylation de résidus d’acides aminés. On retrouve les kinases qui ont
une spécificité pour les résidus tyrosine et d’autres pour les résidus sérine et/ou thréonine
(Pawson, 1994). 11 existe aussi une classe intermédiaire qui a une spécificité pour les trois types
de résidus d’acides aminés. On les nomme protéines kinases 2 double spécificité de
phosphorylation (Douville et al., 1994). La spécificité de phosphorylation des résidus d’acides
aminés repose sur des motifs trés spécifiques ainsi que du positionnement adéquat de la protéine
qui sera phosphorylée. En fait, les protéines qui acceptent le phosphate sur les résidus tyrosine
~ seront incapable d’accéder au site catalytique de la protéine kinase qui a une spécificité pour les
résidus sérine/thréonine. Le contraire est aussi valide. De plus, le positionnement de I’ ATP
(GTP) dans e site catalytique empéche une phosphorylation non-spécifique (Taylor et al.,
1995). On peut classer les protéines kinases en deux autres groupes selon certains éléments de
leur séquence qui influencent directement leur localisation cellulaire. Les kinases peuvent étre
soit des récepteurs transmembranaires possédant un domaine transmembranaire hydrophobe, ou

soit des transducteurs cytoplasmiques libres dans le cytoplasme (Hanks et Hunter, 1995).
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Toutes les protéines kinases ont des caractéristiques communes. C’est sur la base de ces
caractéristiques communes que les kinases ont été classées. On estime que le nombre de génes
codant des protéines kinases varie entre 1000 et 2000 selon différentes sources (Hanks et Hunter,
1995 Van Der Geer et al., 1994 ). Toutes les familles de kinases contiennent un certain nombre
de domaines qui leurs sont caractéristiques. Un premier domaine est le domaine catalytique.
C’est 2 partir de ce domaine que 1’on obtient la plus grande majorité des informations pour
I’identification d’une kinase. En fait, il nous renseigne sur la spécificité de phosphorylation de
la kinase et aussi sur son appartenance 2 I’une ou I’autre des familles. On peut subdiviser le
domaine cataiytique en 11 sous-domaines (I-XI) qui sont hautement conservés entre toutes les
kinases (Van Der Geer et al., 1994 ; Yarden et Ullrich, 1988). On assigne trois roles principaux
au domaine catalytique. Il sert  la liaison et au bon positionnement de I’ATP (GTP) ; ala
liaison et au bon positionnement du substrat (protéines) ; au transfert du y-phosphate de I’ATP
(GTP) sur les résidus d’acides aminés sérine et/ou thréonine et/ou tyrosine (Van Der Geer et al.,
1994). Dans plusieurs cas, certains domaines vont préciser la localisation cellulaire de la
protéine qui est codée par le géne. On retrouve parfois des domaines tres hydrophobes qui
correspondent A des domaines transmembranaires de récepteurs cellulaires. Ceci correspond
souvent 2 des séquences-signal de localisation membranaire (cytoplasmique, nucléaire). On
retrouve aussi des domaines qui sont associés au role ou 2 la fonction de la protéine. On parle
ici de domaines qui peuvent favoriser les interactions protéine/protéine lors d’une cascade de
signaux intracellulaires. Un premier de ces domaines est le domaine SH2 (Src homology 2)
(Schlessinger, 1994). Les domaines SH2 sont constitués de 100 acides aminés. Leur rdle est
de reconnaitre une séquence spécifique d’acides aminés sur une ou des protéine(s) cible(s). Le
domaine SH2 reconnait uniquement une séquence trés spécifique qui contient une tyrosine
phosphorylée (Figure 2). Un autre domaine, est le domaine SH3 (Src homology 3)
_ (Schlessinger, 1994). Sa fonction est la méme que pour SH2. Cependant, le domaine SH3 qui

est constitué de 50 acides aminés, reconnait une séquence d’acides aminés riche en proline et
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en résidus hydrophobes (Schlessinger, 1994). Ces deux types de domaine sont retrouveés dans
une multitude de protéines qui sont impliquées dans divers mécanismes cellulaires. Iis sont
retrouvés souvent ensemble dans les lhémes protéines et dans des combinaisons différentes. La
présence des domaines SH2 et SH3 a permis d’établir une classification secondaire des protéines
impliquées dans des cascades intracellulaires. En fait, dans une cascade de transduction, il y a
des protéines possédant des domaines SH2 et SH3 qui ont une activité kinase intrinséque et
d’autres qui n’en n’ont pas. Ces dernidres sont des protéines adapteurs constituées uniquement
de domaines de liaison 2 d’autres protéines de la cascade comme par exemple GRB2 (Van Der
Geer et al., 1994). Les sites de liaison des domaines SH2 et SH3 sont retrouvés uniquement
dans la partie cytoplasmique des récepteurs transmembranaires et dans les protéines
cytoplasmiques (transducteurs cytoplasmiques) (Schlessinger, 1994). 1l existe d’autres domaines
qui peuvent favoriser des interactions protéiques. Par exemple, les motifs leucine-zipper qui
étaient auparavant retrouvés presque uniquement dans des facteurs de transcription comme c- jun
et c-fos (Holt, 1992), sont maintenant identifiés dans des protéines kinases (famille des MLK)
(Dorow, 1993). Ensuite, certaines familles de kinases posseédent des domaines trés particuliers,
comme par exemple, des domaines de type “Ig like” et des domaines de reconnaissance des
cadhérines et des fibronectines. Ces domaines sont impliqués généralement dans la
reconnaissance du récepteur et de son ligand, mais aussi peuvent servir d’ancrage pour les
interactions cellulaires. Ces derniers types de domaines se retrouvent plus particulirement dans
les récepteurs transmembranaires (portion extracellulaire) et quelquefois dans des protéines

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

Plusieurs études ont permis de démontrer 1'implication des kinases dans plusieurs processus
cellulaires. En fait, les kinases sont impliquées dans la régulation de I’expression des genes
(Hunter et Karin, 1992), dans la transduction de signaux (Hunter, 1995), dans le cycle cellulaire
(Philipson et Sorrentino, 1991), dans la différenciation (Philipson et Sorrentino, 1991) et dans
le développement (Pawson et Bernstein, 1990). L’étendue des implicatiohs dés kinases dans la

cellule démontre 3 quel point elles sont nécessaires. Un autre fait peut démontrer cette



importance, c’est la comparaison de la séquence de protéines kinases homologues entre
différents organismes qui démontre une forte conservation de la protéine malgré Iévolution des
especes (Yarden et Ullrich, 1988). Le fait que les kinases soient conservées au cours de
I’évolution tend 2 démontrer que ces protéines jouent des roles importants dans la régulation de
différentes activités cellulaires. Récemmenf, des protéines kinases procaryotes homologues a
des protéines kinases eucaryotes ont été isolées. Chez Yersinia pseudotuberculosis, 1a protéine
YpkA est codée dans un plasmide qui assure la virulence du microorganisme (Hanks et Hunter,
©1995). De plus, ce plasmide code pour deux autres protéines qui présentent de fortes similitudes
avec des protéines eucaryotes. Un autre exemple est celui de Mixococcus xantus. Mixococcus
xantus est probablement le procaryote le plus intéressant  ce niveau. On a, en effet, dénombré
huit génes qui codent pour des protéines ayant des homologies avec des membres de la
superfamille des kinases. Mixococcus xantus est un microorganisme peu ordinaire. Son cycle
de développement est trés complexe lors d’un épuisement nutritif comme ce qui est retrouveé
chez les eucaryotes du genre Dictyostelium. Dans ce dernier genre, les kinases sont impliquées
dans le choix du cycle asexué ou sexué ainsi que dans la croissance et la différenciation
cellulaire (Munoz-Dorado et al., 1993). Sachant que la protéine Pknl de. M. xanthus est
impliquée dans la transformation cellulaire, il est facile de spéculer que les kinases retrouvées
chez M. xanthus sont impliquées dans la régulation de son cycle de développement. La
recherche de protéines kinases chez des microorganismes qui n’ont pas de cycle particulier
comme Escherichia coli, n’a donné aucun résultat. D’autres résultats cités par Hanks et Hunter
(1995) suggerent que ce type de génes est largement répandu chei beaucoup de procaryotes et
que ces mémes genes représentent les ancétres de la superfamille des protéines kinases

eucaryotes.

Comme il a été mentionné précédemment, les kinases sont impliquées dans plusieurs
mécanismes cellulaires. Leur rdle général est de transmettre, jusqu’au noyau, un signal
extracellulaire via la phosphorylation dans le but d’obtenir la réponse désirée. Pour donner la

bonne réponse physiologique, une cellule doit recevoir une combinaison de signaux

7



extracellulaires. Par la suite, il y aura activation de plusieurs cascades cellulaires. Par ce fait,
on peut parler de codpération entre les différentes protéines impliquées dans les voies de
transduction (Hunter, 1991). C’est cette combinaison de facteurs qui induira la cellule vers la
bonne réponse (Kazlauskas, 1994 ; Van Der Geer, 1994). Il n’y a pas seulement que des
cascades d’activation. Dans certains cas, la phosphorylation des protéines aura un rdle
d’inactivation, comme pour la glycogene synthétase, enzyme impliquée dans le métabolisme du
glycogéne. On ne peut parler des kinases sans parler des phosphatases, car & chaque kinase, il
doit y avoir une phosphatase qui va déphosphoryler (Wera et Hemmings, 1995 ; Mourey et
Dixon, 1994). Les phosphatases ont une importance capitale dans la transduction des signaux
intracellulaire. En fait, elles sont nécessaires pour réguler une cascade qui a été activée. Les
kinases et les phosphatases sont intimement liées. Certaines phosphatases (PP1) nécessitent une
phosphorylation de leur sous-unité inhibitrice pour étre activées. Donc comme on peut le
constater les kinases et les phosphatases sont nécessaires pour le bon fonctionnement des

cascades de signaux intracellulaires (Wera et Hemmings, 1995).
LES PROTEINES KINASES ET LE DEVELOPPEMENT

Les organismes multicellulaires ne commencent pas leur cycle de vie complétement formés. En
fait, ils se forment relativement lentement par un processus de changements progressifs que 1’on
appelle le développement (Gilbert, 1994). Le développement embryonnaire des organismes
multicellulaires débute par une cellule originale, 1’oeuf fécondé, qui se divise pour
éventuellement produire toutes les cellules de I'organisme. Un fait intéressant est que la
premiere cellule va produire et organiser tous les types cellulaires qui forment I’organisme.
Cette cellule est qualifiée de cellule pluripotente. Plus tard au cours du développement,
certaines cellules vont subir des changements autoreproductifs qu’elles passeront a leur
descendances. On parle 2 ce moment que les cellules sont déterminées, qu’elles ont fait leur
choix de développement (Alberts et al., 1990). La génération de cette diversité cellulaire est

appelée la différenciation cellulaire. Chabot et al. ont été les premiers, en 1988, a mettre en
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évidence I’implication des kinases dans le développement embryonnaire. Ils se sont rendu
compte que le géne c-kit codant la protéine kinase Kit était localisé au niveau du locus W de la
souris (Chabot et al., 1988). Par la suite, de multiples études ont permis d’identifier plusieurs
autres kinases qui ont une implication dans le développement embryonnaire. A cette époque,
oh savait déja que les kinases étaient de potentiels oncogenes (Rodrigues et Park, 1994). Par la
suite, des études ont démontré 1’expression spécifique de certaines kinases dans des organes
embryonnaires. Les mémes études ont été réalisées chez I’adulte. Aucune expression de ces
génes n’a été détectée. Ce qui est intéressant, c’est lors de I’analyse des génes exprimés dans
les cellules tumorales d’un organe. On retrouve des génes qui n’étaient exprimés qu’au stade
embryonnaire. Les multiples études réalisées 2 ce sujet ont démontré de grandes similitudes
entre les cellules embryonnaires et les cellules tumorales tant au niveau de I’expression
génétique que de certaines caractéristiques morphologiques. Il est fondamental d’avoir une tres
bonne connaissance du systeme cellulaire normal, dans le but de bien comprendre les causes des
déreglements qui peuvent survenir dans certaines circonstances (cancer) (Chabot et al., 1988 ;

Meeting review, 1995).

Tel que mentionné précédemment, il existe des protéines kinases qui sont des récepteurs
transmembranaires et d’autres qui sont des transducteurs cytoplasmiques. Dans ce qui suit, nous
donnerons des exemples de protéines kinases de chacun des types et les évidences

expérimentales de leur implication dans certains processus du développement embryonnaire.

" RECEPTEURS TRANSMEMBRANAIRES

c-kit

La premicre évidence de la participation des kinases dans le développement embryonnaire a été

réalisée par Chabot et al. (1988). Cette étude a été réalisée sur le gene c-kit qui code pour un

técepteur tyrosine kinase. Ils ont mis en évidence que la mutation W' (white-spotting) et le
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géne c-kit sont situé sur le méme locus W. En fait, le locus W code la protéine Kit et le locus
SI code la protéine Steel (Keshet et al., 1991). Le rdle de Kit dans le développement se fait au
niveau des cellules souches sanguines, pigmentaires et germinales. En fait, il est important dans
la régulation de la différenciation de ces cellules souches. Une mutation de ces génes entraine
une perte de pigmentation, une fertilité réduite et I’anémie. Grace a ces résultats, il était
maintenant possible d’impliquer le produit d’un proto-oncogéne dans le processus du
développement (Morello et Babinet, 1989) et par cet exemple, il était possible de croire que
d’autres proto-oncogénes de la famille des kinases pouvaient étre impliqués dans le processus

du développément.
EGF-R : récepteur de EGF et TGFo

Une autre de ces protéines kinases qui a une implication dans le développement est le récepteur
A EGF (EGF-R). Ce récepteur posseéde une activité tyrosine kinase. Il fait partie de la famille
de “epidermal growth factor receptor” (Hanks et Hunter, 1995). Le rdle principal conféré a ce
récepteur lors du développement embryonnaire est un rdle mitogénique (Johnson et al., 1994).
Le meilleur exemple de ce role est dans la régénération hépatique chez I’adulte. Il semble, en
effet, que si on enl2ve toutes sources d’EGF chez un animal partiellement hépatectomisé, il ny
a aucune régénération de I’organe (Michalopoulos, 1991 ; Fausto et al., 1995). Donc I’action
de EGF stimule la multiplication cellulaire dans les cellules ot EGF-R est exprimé. Dans
certains cas, EGF-R et ses ligands (EGF et TGFo) jouent un rdle motogénique (stimulation de
la motilité cellulaire) et morphogénique. Une évidence de cette affirmation est qu’autant in vitro
qu’in vivo, EGF-R activé stimule la production de fibronectine, de collagéne et d’acide
hyaluronique, qui sont des composés indispensables de la matrice extracellulaire et nécessaires
dans les mécanismes motogéniques et morphogéniques (Adamson, 1990). L’implication de
EGF-R dans le développement embryonnaire commence 2 un stade trés précoce. Récemment,
une étude a démontré que EGF-R et ses ligands, sont nécessaires pour le développement qui se

produit avant I’implantation utérine de 1’ovule fécondé (Chia et al., 1995). Une désactivation
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totale du géne entraine immédiafement le rejet de 1’oeuf car il n’est plus apte A s’implanter dans
1’utérus. Donc on peut constater I’importance de EGF-R dans le développement embryonnaire
précoce. Dans le développement tzirdif, EGF va généralement avoir une action mitogénique
tandis que TGFo aura une action morphogénique (Adamson, 1990). Ce qui est intéressant, c’est
la réponse de 'EGF-R qui dépend du ligand qui s’y attache. De plus, il est important de savoir,
dans le cas de 'EGF-R, que les deux ligands, EGF et TGFa, n’agissent pas sur les mémes
populations de cellules. Donc, EGF-R joue un role important dans le développement de

plusieurs populations de cellules.
c-met : récepteur de HGF

Un autre récepteur qui a une activité tyrosine kinase est le récepteur du HGF (hepatocyte growth
factor), le c-met. Le potentiel oncogénique de ce récepteur a été démontré lorsqu’il est muté
(Bronner-Fraser, 1995). C’est sa localisation chromosomique qui en fait un proto-oncogene
puissant car il est fréquemment impliqué lors de translocations chromosomiques. Un exemple
concret est la translocation de c-met avec le géne tpr que 1’on rencontre dans la plupart des
cancers gastriques humains (Sonnenberg et al., 1993 ; Soman et al., 1991). Ce récepteur a aussi
son rdle a jouer lors du développement embryonnaire. Sa premilre implication dans le
développement se fait A un stade assez précoce lors de 1’organogénése (Bronner-Fraser, 1995).
C’est par un mécanisme d’interactions épithélio-mésenchymateuses que le HGF et son récepteur
c-met agissent dans le développement (Sonnenberg et al., 1993; Rosen et al., 1994). La
distribution spécifique de 1’expression de ce récepteur et de son ligand indique un mode d’action
paracrine pour HGF. 11 a été démontré que c-met est retrouvé dans des cellules €pithéliales de
plusieurs organes en formation chez I’embryon de souris, tandis qué HGEF se retrouve dans le
tissu mésenchymateux environnant. Le meilleur exemple pour ce mécanisme, est celui du rein
embryonnaire (Sonnenberg et al., 1993). . Le rein embryonnaire (métanéphros) se développe vers
le jour 11 du développement. Au début, un signal qui provient de 1’uretere induit la

transformation du mésenchyme en cellules épithéliales qui vont a leur tour se différencier en
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tubules proximaux, distaux et en glomérules. Durant tout le développement du rein, c-met est
exprimé dans les cellules épithéliales de tous les tubules nouvellement formés mais pas dans les
glomérules. Dans la méme période, HGF est exprimé dans tout le mésenchyme. Cecin’est pas
observé uniquement dans le rein. En fait, I'intestin, le pancréas, les poumons et les glandes
salivaires qui sont constitués en grande partie de cellules épithéliales, expriment, lors du
développement, le c-met et ’'HGF de fagon comparable au rein (Sonnenberg et al., 1993). Donc
en résumé, c-met et son ligand agissent lors du développement de plusieurs organes en
échangeant, entre les cellules épithéliales et et les cellules mésenchymateuses, un signal qui
gouverne les mécanismes de morphogénse et de différenciation des cellules (Sonnenberg et al.,
1993).

PDGFfr

Le récepteur de PDGF (PDGFfr) possede une activité tyrosine kinase. Son rdle dans le
développement est bien connu. Ce récepteur agit par des interactions épithélio-
mésenchymateuses pour la formation de plusieurs organes comme la trachée, les intestins et le
systéme circulatoire (Shinbrot et al., 1994). L’expression du récepteur se retrouve uniquement
dans le mésenchyme non-différencié. De&s que le mésenchyme est transformé en muscle lisse
autour de I’intestin, les cellules cessent d’exprimer le récepteur de PDGF. 1l en est tout
autrement pour la formation des vaisseaux sanguins. Le récepteur de PDGEF est exprimé dans
les cellules endothéliales ce qui suggere une implication de PDGFpr dans la croissance et le
développement des vaisseaux sanguins. Dans les plus gros vaisseaux, PDGFfr est exprimé dans
le mésenchyme entourant 1’endothélium jusqu’a la formation des muscles comme dans le cas
de I’intestin (Shinbrot et al., 1994).
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RET et c-ros

Deux autres protéines attirent I’attention quant aux types d’expériences réalis¢es pour étudier
le role potentiel d’un géne dans le développement embryonnaire. C’est le cas de RET
(Avantaggiato et al., 1994; Pachnis et al., 1993) et de c-ros (Tessarollo et al., 1992). Ces deux
genes codent pour des récepteurs tyrosine kinase. Les groupes travaillant sur ces protéines orit
étudié le role potentiel de leur protéine dans le développement embryonnaire en utilisant
I’hybridation in situ. Cette technique permet de localiser et d’identifier les populations de
cellules qui expriment le gene de la protéine. Ainsi, ils ont déterminé que RET a un role
potentiel dans la différenciation de structures nerveuses et dans la formation du rein par un
mécanisme d’interactions épithélio-mésenchymateuses (Avantaggiato et al., 1994; Pachnis et
al., 1993). Pour c-ros, son expression est détectée au moment de I’induction et de la
prolifération des cellules épithéliales de 1'intestin et du rein. Des que les cellules épithéliales
sont différenciéés, c-ros n’est plus exprimé (Tessarollo et al., 1992). Donc ces observations

conférent 2 c-ros un rdle dans les processus de prolifération cellulaire.
TRANSDUCTEURS CYTOPLASMIQUES
Protéines de la famille de Src

Jusqu’a maintenant, on a décrit I'implication de récepteurs membranaires dans le développement
embryonnaire. Pour faire passer leur signal, ces récepteurs ont besoin de protéines
cytoplasmiques qui vont transduire le message jusqu’au noyau (Kazlauskas, 1994; Marshall,
1995; Imamoto et al., 1994). Les protéines de la famille de Src sont sans aucun doute les
transducteurs cytoplasmiques les mieux caractérisés dans les cascades intracellulaires
(Kazlauskas, 1994). Elles sont la clé de la réussite d’une grande majorité de cascades (Meeting
review, 1995). Ces protéines n’ont pas de role direct dans le développement car elles ne

regoivent pas le signal primaire. Cependant, il est bien connu que ces protéines sont impliquées
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dans les cascades des récepteurs présentés précédemment. Donc il est vrai de penser que toutes
les protéines qui sont impliquées dans la cascade d’un récepteur exprimé lors du développement
participe, elles aussi, dans ce développement embryonnaire. De bons exemples, sont les
protéines c-src, Fyn et Yes (Stein et al., 1994). Ces trois protéines ont une activité tyrosine
kinase et sont toutes trois largement exprimées dans 'embryon. La création de mutants a permis
de conclure qu’elles sont indispensables pour un bon développement. La combinaison de leurs
mutations est 1étale. Inviduellement, les mutations de c-src et Yes ne semblent pas avoir d’effet
tandis que la mutation de Fyn provoque des malformations de certaines régions du cerveau.
Ceci s’explique par le fait que les protéines non-mutées de la méme famille peuvent compenser

pour les protéines perdues (Stein et al., 1994).

Sik

Une nouvelle protéine tyrosine kinase cytoplasmique, sik, a récemment &té identifié par le
groupe de Vasioukhin et al. (1995). Les résultats qu’ils ont obtenus démontrent une expression
dans les zones qui bordent immédiatement les zones de prolifération de la peau et du tube
digestif (estomac et intestin). La premiere expression est détectée dans la peau vers le jour 15.5
de la gestation ce qui correspond au moment de la différenciation de la peau (Vasioukhin et al.,
1995). La restriction du patron d’expression de sik dans des cellules épithéliales qui ont
entammées leur processus de différenciation terminale suggérent que sik peut jouer un role

spécifique dans la régulation de certains aspect de ce processus.

Sak

Le groupe de Fode et al. (1994) ont isolé une nouvelle protéine sérine/thréonine kinase
cytoplasmique désignée Sak. Leurs résultats suggerent une implication de la protéine Sak dans

les mécanismes de prolifération de certaines populations de cellules. Leurs résultats montrent
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un patron d’expression chez I’embryon dans les compartiments cellulaires ol il y a une forte
activité mitotique tel que les cellules de la crypte de Lieberkiihn de 1’intestin, ainsi que dans la
région de prolifération du cerveau embryonnaire (Fode et al., 1994). Cette protéine est un bon
exemple de protéine kinase impliquée dans un processus biologique important lors du

développement embryonnaire, la prolifération cellulaire.
PRESENTATION DU PROJET DE RECHERCHE

L’ objectif du programme de recherche de notre laboratoire est de définir le role biologique des
protéines kinases dans la prolifération et la différenciation des tissus €pith€liaux. Ceci revét une
grande importance, car on sait que 90% des cancers sont des carcinomes originant d’une
prolifération anarchique des cellules épithéliales. Le modele expérimental utilisé initialement
A mon arrivée était-celui du pancréas de souris embryonnaire. Ce systtme offre plusieurs
avantages pour I’étude du développement des épithéliums, car il est possible d’induire la
différenciation autant morphologique que biochimique de 1’organe in vitro. On sait aussi que
le pancréas nécessite une interaction épithélio-mésenchymateuse pour se différencier (Golosow
et Grobstein, 1962). Grobstein (1964) a aussi mis en évidence que cette interaction peut se
produire sans contact direct entre les cellules prouvant qu’un facteur soluble induit la
différenciation. On sait que les facteurs qui induisent la prolifération et la différenciation sont
généralement des facteurs de croissance qui se fixent aux cellules via des récepteurs qui ont une
activité kinase intrinseque (Wilks, 1993). Ceci indique que les protéines kinases sont impliquées

dans la croissance et la différenciation du tissu épithélial au cours de I’embryogénése.

Pour initier cette étude, la recherche de nouveaux génes codant pour des protéines kinases a été
réalisée. Récemment, plusieurs génes de protéines kinases ont été découverts en utilisant une
procéduie de clonage basée sur I’ utilisation de la technique de polymérisation en cascade (PCR)
avec un mélanges d’oligonucléotides dégénérés (PTK1, PTK2; Wilks, 1989) correspondant aux

séquences hautement conservées du domaine catalytique des protéines kinases. Dans un méme
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but, nous avons donc utilisé cette technique de PCR sur un extrait d’ARN de pancréas
embryonnaire. Cette approche a permis de clonef une nouvelle protéine kinase chez la souris.
L’analyse de la séquence du geéne devla protéine a permis d’établir que la séquence clonée était
1’homologue murin de la nouvelle protéine kinase humaine, ZPK (Reddy et Pleasure, 1994).
Reddy et Pleasure (1994) ont déterminé que ZPK est une protéine sérine/thréonine kinase
cytoplasmique de 859 acides aminés. De plus, elle a la particularité de contenir dans sa portion
carboxy-terminale un domaine qui contient deux motifs de dimérisation de type leucine zipper.
Ils ont aussi déterminer que I’ ARNm de ZPK est exprimé dans le cerveau, les reins, les muscles

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

L’ADNCc de ZPK murin (Figure 3) code pour une protéine de 888 acides aminés avec un poids
moléculaire de 95 957 daltons et un point isoélectrique de 6,05. On remarque que ZPK murin
est constituée de plus d’acides aminés que son homologue humain. Ceci est du au fait que I’on
retrouve dans la portion amino-terminale de ZPK murin une séquence d’acides aminés
supplémentaire que I’on ne retrouve pas chez son homologue humain. Cependant, on ne peut
actuellement attribuer de fonction particuliére a cet insert. ZPK murin a aussi la particularité
de contenir, dans sa portion carboxy-terminale, un domaine qui contient deux motifs de
dimérisation de type leucine zipper similaire & ceux rencontrés dans les facteurs de transcription.
ZPK contient aussi des domaines riches en résidus hydrophobes glycine (G), sérine (S) et proline
(P) (Figure 4). La comparaison de la séquence en acides aminés de ZPK avec d’autres protéines
kinases révele 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 motifs leucine
zipper. Il y a actuellement trois membres dans cette famille; MlkI (Dorow et al., 1993),
MIk2/MST (Dorow et al., 1993 ; Katoh et al., 1995), Mlk3/SPRK/PTK]I (Ing et al., 1994 ; Gallo
etal., 1994 ; Ezeo et al., 1994). Avec cette homologie, ZPK est peut-étré le quatriéfne membre

de cette famille. La protéine ZPK murine partage 95% d’homologie avec son homologue
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cggcccccagcctGCCttcctccatgaaagacactcttattccttgtacatagagaaatatttatataaataatatatat90gccacataatcaacagatagatggggctttcttagcct 2
R P P A 8 L P P .

8
8
taagccaggcttgagagtgaacgacgccccctgaccaattaccgaataagttctggggacactggcagetgtggaaatgaatgactccgagtactaccctagagctataaagaaaggaag 29
ctggccecttettgettcaccccattecttatgttgaacaagcaagtaggcaatagaaaagecaggettgtetctatactgtctatcectgaacactggaggggcaggtagaggattcac 30
ttaaaactgcacttttattttccgtttactgtttacacattttgecacttgggaggagggaaactaaggctgggtcatcectetgaggtttctoaggtggcaatgtaactcatttetttgt 31
tectgtttotetgeccaaaccctggetttgggocagacgactaacageatgtgatggctcaggetgaagaactggggtgetgttagbccccactgttatottggtgeetggtaggggtgg 32
ggactgtcatattgtaacccctgtgaacaaccttgaaatataaccactccatgcaggeccaactgtcgagggttttottggtgaatgagtagagtggtataatacatggtttcaacttgg 34
atttaagattttatctgagaaaaaaa 34

Figure 3. Séquence en nucléotides et en acides aminés de ’ADNc de ZPK murin. La
position du codon stop est indiquée par un astérisque (*). Les acides aminés sont indiqués par

la convention d’identification A une lettre (voir annexe) (Blouin et al., 1996).
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Figure 4. Représentation schématique de la structure primaire de ZPK murin. Les

chiffres indiquent la position relative des domaines. G : Glycine, S : Sérine, P : Proline
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humain (Figure 5) (Blouin et al., 1996). Récemment, le groupe de Hirai et al. ont cloné
I’homologue de ZPK chez le rat. Cette protéine, MUK, partage 99% d’vhomologie avec son
homologue murin. Sur une base comparative, I’analyse des séquences de ZPK des différentes

especes indique que ZPK a ét€ tres conservée au cours de 1’évolution.

Suite a la découverte de la protéine kinase ZPK chez la souris, nous avons axé nos travaux de
recherche sur 1’étude de la fonction de cette nouvelle protéine kinase qui possédent des
particularités structurales intéressantes. Comme approche expérimentale pour tenter d’apporter
des éclaircissements sur la fonction potentielle de ZPK murin, nous avons déterminé la
localisation cellulaire de I’ARNm de la protéine ZPK dans une trés grande variét€ de tissus
adultes par hybridation in situ. Les résultats ont permis de déterminer que ZPK est expriméy dans
1’hippocampe et le cortex cérébral, dans les cellules de Purkinje du cervelet, dans I’épithélium
stratifié et les glandes gastriques de 1’estomac, dans les cellules épithéliales des villosités
intestinales, dans les cellules acineuses du pancréas ainsi que dans les spermatocytes des
testicules (Blouin et al., 1996). Ainsi, le patron d’expression de ZPK dans les tissus adultes se
limite exclusivement 2 des populations de cellules différenci€es ou en voie de différenciation

terminale.

Sur la base de ces observations, nous avons donc émis 1I’hypothése que ZPK pourrait exercer un
role potentiel dans le développement, la fonction et la maintenance de certaines populations de
cellules spécialisées. Pour nous permettre d’approfondir davantage cet aspect, on s’est donné
_ comme objectif d’analyser le patron de la localisation de ’expression de I’ ARNm de ZPK dans
I’embryon de souris au cours de son développement afin de vérifier sa participation dans les
processus qui ont cours lors du développement embryonnaire. Pour se faire, nous allons
analyser le 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 période de gestation. On a choisi ces
temps de gestation car ¢’est dans cette période que survient le plus grand nombre d’événements

morphogénétiques au cours du développement embryonnaire de la souris. L’hybridation in situ
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Figure 5. Comparaison de la séquence en acides aminés de ZPK murin et ZPK

humain. Les résidus identiques sont identifiés par une ligne verticale. Les sous-domaines I-XI
des protéines kinases sont indiqués. Les deux domaines leucine-zipper sont soulignés avec, en

gras, les acides aminés responsables des interactions (Blouin et al., 1996).
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a été retenue pour sa grande fiabilité et pour la grande précision des résultats qu’elle permet
d’obtenir. Ce projet de recherche est important car il va permettre d’améliorer nos
connaissances sur I'implication des protéines kinases dans les mécanismes de contrdle de la

prolifération et de la différenciation cellulaire.
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CHAPITRE 1
MATERIEL ET METHODES
1.1  Embryons de souris

Les embryons de souris ont été prélevés aux jours 11.5, 13.5, 15.5 et 17.5 de la période de
gestation. Les embryons sont le résultat d’un croisement F, entre des souris CD-1 (Charles
River, St-Constant, Québec, Canada). Le jour ol I’on observe un bouchon vaginal chez la
femelle est considéré comme le jour 0.5. Les embryons sont fixés 16 hres & 4°C dans 4%
paraformaldéhyde/0,1M cacodylate de sodium et 0,IM de tampon sodium phosphate (PBS). Les
embryons fixés sont ensuite déshydratés dans des concentrations 2 teneur d’éthanol croissante

et enrobés dans de la paraffine.
1.2  Synthése des ribosondes

Les ribosondes sont obtenues 2 partir du plasmide linéarisé pBluescript KS+ (Stratagene, La
Jolla, CA) qui contient un fragment de 192 paires de bases (correspondant aux nucléotides 837
a4 1028) de ’ADNc de ZPK. Les sondes antisens et sens sont obtenues en utilisant ' ARN
polymérase T3 et T7 (Pharmacia) respectivement. La réaction de transcription se fait en
présence d’'UTP marqué 2 la digoxigenine [digoxigenin-11-UTP, (Boehringer Mannheim, Laval,
Québec, Canada)]. Pour réaliser la réaction de transcription, on utilise 1 ug d’ ADN linéarisé,
2 ul de mélange 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 pl de tampon de transcription 10X [400 mM
Tris-HCI pH 8.0, 60 mM MgCl,, 100mM Dithiothreitol (DTT), 20 mM spermidine, 100 mM
NaCl et 1 U/ul d’inhibiteur de ARNase (RNA guard, Pharmacia)]. Le volume est complété a
18 pl et I’ ARN polymérase est ajoutée (40 U).
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1.3  Hybridation in situ
Utiliser uniquement du matériel stérile pour éviter les contaminations avec les ARNases.

Toutes les solutions utilisées doivent obligatoirement étre traitées avec 0,1% de
diéthylpyrocarbonate (DEPC) ou préparées directement avec de 1’eau- 0,1% DEPC. Le DEPC

est un agent inhibiteur des ARNases.
1.3.1 Prétraitement des lames

Les coupes de tissus enrobés dans la paraffine sont d’une épaisseur de 4 pm et sont montées sur
des lames polyionisées (Superfrost Plus, Fisher, Montréal, Québec, Canada). Les coupes sont
déparaffinées avec du xylene (3X 2 min et 1X 2 min 50% xyléne-50% éthanol) et les tissus sont
ensuite réhydratés dans des bains 2 teneur décroissante en éthanol (EtOH)(3X 2 min 100%
EtOH, 1X 2 min 90% EtOH, 1X 2 min 70% EtOH et 1X 2 min 50% EtOH) jusqu’au PBS (8
g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCl, 1.44 g/L de Na,HPO,, 0,24 g/L. de KH,PO,). Les coupes traitées
10 min dans ’HC1 0,2N 2 température de la piece, sont lavées deux fois 2 min dans le PBS avant
d’étre immergées dans 0,3% Triton X-100/PBS pour 15 min Apres deux lavages de 2 min, les
coupes sont traitées 5 min dans 20 % d’acide acétique A 4°C pour réduire les réactions non-
spécifiques (phosphatases alcalines endogenes). Les coupes sont lavées deux fois 2 min dans le
PBS pour ensuite étre traitées 2 la protéinase K (2 pg/ml dans 0,1m Tris-HCl pH 8.0, 50 mM
EDTA pH 8.0) pour 30 min a 37°C. Ce traitement est suivi par deux lavages de 2 min dans le
"PBS. Les coupes sont ensuite traitées 2 la paraformaldéhyde 4% (8 g de paraformaldéhyde, 200
ml de PBS, 80 ul de NaOH 10N, chauffée & 55°C, refroidie, ajustée a pH 7.0, filtrée et placée
4 4°C) pour 10 min. Suite A deux lavages de 2 min, les coupes sont plongées dans un bain de
glycine 0,2%/PBS pour une période de 10 min. Les coupes sont lavées deux fois 2 min dans le
PBS pour ensuite étre acétylées 15 min avec de la triéthanolamine (2,4 ml de triéthanolamine

dans 160 ml d’eau, ajuster le pH a 7.5 et compléter A 200 ml. A la dernidre minute, ajouter 500

23



ul d’anhydride acétique). Ce traitement est suivi d’un dernier lavage de 2 min dans le PBS.

1.3.2 Hybridation

Les coupes sont ensuite préhybridées avec 5X SSC (20X SSC : 3 M NaCl, 0,3 M citrate de
sodium), 5X solution de Denhardt [SOX Denhardt : 10 g/L de Ficoll (type 400), 10 g/L de
polyvinylpyrrolidone, 10 g/L de BSA (fraction V)], 50% formamide, 250 pg/ml ARN-t, 250
pg/ml ADN de sperme de saumon dénaturé, et 4 mM EDTA & 42°C pour 3 h. Les coupes sont
hybridées toute la nuit dans la méme solution sans ADN de sperme de saumon a 42°C en

présence soit d’une ribosonde antisens ou d’une ribosonde sens a une concentration de 10 ng/pl.
1.3.3 Lavages et détection

Suite A I’hybridation, les coupes sont lavées une fois dans 2X SSC pour 15 min 2 la température
de la pidce, incubées 10 min dans 2X SSC avec ARNase A (1 pg/ml) 2 la température de la
pidce, lavées deux fois 15 min dans 2X SSC 2 la température de la pi¢ce et finalement lavées
deux fois 15 min dans le 1X SSC 37°C . Les coupes sont ensuite plongées 1 min dans un bain
“de Tris-HC1 0,1 M pH 7.9 avec 150 mM NaCl (Tris 7.9), pour ensuite étre bloquées pour 60 min
3 la température de la piece dans 0,5% d’agent bloquant (Blocking reagent, Boehringer
Mannheim, Laval, Québec, Canada)/Tris 7.9. Les coupes sont lavées une fois 1 min dans le
tampon Tris 7.9. Ensuite, les coupes sont incubées pour une période de 2 h avec un anticorps
_ antidigoxigénine couplé 2 la phosphatase alcaline (1:500). Suite a I’incubation, les coupes sont
lavées trois fois 15 min dans le tampon Tris 7.9. Le dernier lavage est de 10 min dans 0,1 M
Tris-HCI pH 9.5 avec 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl, et 1 mM levamisole (Tris 9.5). Apres les
lavages, on visualise les résultats avec une réaction chromogénique de phosphatase alcaline avec
le “nitroblue tetrazolium chloride” (NBT) et le “5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate” (X-
Phosphate) comme substrat (Boehringer Mannheim, Laval, Québec, Canada). On laisse réagir

jusqu’a I’obtention d’un marquage satisfaisant. Les réactions sont arrétées 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-
colorées 2 min avec 1’hématoxyline de Mayer's (Sigma) et montées avec une solution de 90%
glycérol/PBS et 0,1% azide de sodium. Les photographies sont prises sur film T-MAX 100 a

I’aide d’un photomicroscope Zeiss.
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CHAPITRE 2
RESULTATS
2.1 Développement embryonnaire de la souris.

Comme on le sait, les organismes multicellulaires se forment relativement lentement par un
processus de changements progressifs que I’on appelle développement. La souris (Mus
musculus) n’échappe pas a cette définition. La période de gestation de la souris est de 19 jours
(21 jours dans certains cas) ce qui en fait le mammifere idéal pour étudier le développement a
cause de sa courte période de gestation. Dans les premi¢res heures apres la fertilisation, I’oeuf
fécondé se divise (clivage) pour atteindre le stade morula (32 cellules) et former ensuite le
blastocyste. Au jour 6, I'implantation du blastocyste est complete et c’est & ce moment que
débute la gastrulation. La gastrulation est le processus de migration des cellules qui va orienter
les différents feuillets cellulaires a leur place respective pour assurer un bon développement.
Ensuite, vers le jour 7.5 - 8, il y a formation du tube neural (neurulation). C’est le premier
systéme 2 se former. Lors de la gastrulation, le feuillet endodermique pénétre a I’intérieur du
feuillet ectodermique pour former le tube digestif primitif. A parﬁr du jour 8, on parle
d’organogénese. Les somites se différencient. On assiste aux'bourgeonnements du tube digestif
qui vont donner naissance aux poumons, 4 1’estomac, au foie et au pancréas. Le foie se forme
au jour 9, les poumons au jour 9.5, I’estomac et I’intestin au jour 10 et le pancréas au jour 11.
Au jour 11, le métanéphros est dans ses premiers stades de formation. Au jour 13, on assiste &
la céphalisation la plus forte (différenciation du cerveau) et A la formation des ganglions
spinaux. Au jour 14, les reins (métanéphros) commencent a étre fonctionnels et il y a formation
des villosités intestinales. Au jour 15, il y a 1a formation du stratum granulosum de la peau donc
différenciation de la peau et le développement des follicules pileux. Ace stade, on assiste aussi
a la cytodifférenciation du pancréas. Pendant les jours qui suivent, le foetus complete sa

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

Des coupes du méme embryon de souris de 17,5 jours ont ét€ analysées par hybridation in situ
pour identifier les tissus qui expriment ZPK (Figure 6). A ce stade du développement, les
organes sont bien formés et fonctionnels et cela permet de bien identifier les tissus qui présentent
une expression du transcrit de ZPK. La figure 6A indique que ZPK est exprimé dans les
structures nerveuses, telles le cerveau (télencéphale (T)) et les ganglions spinaux (SG). ZPK est
aussi détectée dans la peau (S), les intestins (i), le pancréas (P) et les reins (non-visibles). La

figure 6B sert de contrdle négatif et révele aucun signal non-spécifique.

Dans les points qui suivent, les organes ci-haut mentionnés seront analysés séparément au cours
de leur développement respectif. Les expériences ont été réalisées sur des coupes d’embryons

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

2.3  Expression de ZPK dans le cerveau embryonnaire.
2.3.1 Développement du cerveau embryonnaire.

Originaire du feuillet ectodermique, le systéme nerveux embryonnaire est le premier systeme
a se former. Le systéme nerveux a une dynamique de formation trés intéressante. Au niveau
anatomique, le tube neural va former les ventricules et la colonne vertébrale par des divisions
cellulaires latérales. Au niveau tissulaire, des populations de cellules de la paroi du tube neural
vont se réarranger pour former les différentes régions fonctionnelles du cerveau. Au niveau
cellulaire, les cellules neuroépithéliales qui forment la couche de cellules la plus externe du tube
neural vont amorcer leur cytodifférenciation pour devenir les différents types de neurones. Cette
cytodifférenciation s’effectue de fagon ordonnée en partant de la région antérieure qui deviendra
le télencéphale. Au début, le tube neural embryonnaire est constitué d’une seule couche de

cellules non-différenciées. Au cours du cycle cellulaire de ces cellules, le noyau se déplace.
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Figure 6. Localisation de ’expression de PARNm de ZPK dans un embryon de souris
de 17.5 jours. Des coupes sagittales d’embryons ont été hybridées avec une ribosonde antisens
(A) ou sens (B) de 'ARNm de ZPK et colorées par une réaction chromogénique de la
phosphatase alcaline (voir chapitre 2). Les sites anatomiques identifiés pour fin de 1égende sont:
i, intestin; L, foie; M, mésencéphale; P, pancréas; S, peau; SG, ganglion spinal; T, télencéphale.

Grossissement original : x 24
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Aprés un certains temps, c’est la position du noyau qui indique 2 la cellule son devenir. Ainsi,
les cellules dont le noyau est le plus vers 1’extérieur, feront partie des cellules neuroépithéliales.
Du c6té de la lumiere du tube, les autres cellules qui bordent la lumiere sont germinales, c’est-2-
dire qu’elles vont poursuivre leur action mitotique. Ainsi, c’est vers I’intérieur des ventricules
QUe le cerveau va se développer. C’est entre les jours 11 et 13 que les différentes régions du
cerveau se différencient. A ce moment, on ne parle plus de tube neural mais bien de cerveau
(Gilbert, 1994; Oppenheimer et Lefevre, 1989).

2.3.2 Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans les structures nerveuses

embryonnaires.

L’expression de I’ ARNm de ZPK est détectée dans plusieurs régions du cerveau embryonnaire.
Toutefois, la plus grande partie de I’expression se retrouve au niveau de la couche de cellules
neuroépithéliales de la vésicule télencéphalique. La figure 7.1A présente I’expression de ZPK
dans un cerveau de 11.5 jours. Dans ce cas-ci, I’ARNm de ZPK est localisé principalement dans
les cellules neuronales qui vont donner naissance au télencéphale. A 15.5 jours (Figure 7.1C),
on remarque que le nombre de cellules qui expriment ZPK a beaucoup augmenté. De plus, la
figure démontre bien que I’expression est régionalisée dans la portion neuroépithéliale (zone
marginale) qui est constituée de cellules différenciées. Les figures 7.1B-D sont des contrdles
négatifs présentant aucun signal non-spécifique. La figure 7.2E présente les résultats obtenus
sur des structures nerveuses que 1’on appelle les ganglions spinaux. On remarque qu’a 15.5
. jours (Figure 7.2E) et 17.5 jours (Figure 7.2F), I’expression de ZPK dans les ganglions spinaux
est trés forte. Un contrdle négatif a été effectué sur une coupe adjacente de ce méme tissu et

aucun signal non-spécifique n’a pu étre détecté (Figure 7.2G).
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Figure 7.1. Localisation de DI’expression de ARNm de ZPK dans le cerveau

embryonnaire. Pour la légende, voir 2 la figure 7.2.
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Figure 7.2. Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans les ganglions spinaux.
Les coupes sagittales d’embryons ont été hybridées avec une ribosonde antisens (7.1A-7.1C-
7.2E-7.2F) ou sens (7.1B-7.1D-7.2G) de ' ARNm de ZPK. (7.1A) Expression de ZPK dans le
cerveau en développement d’un embryon de 11.5 jours. (7.1B) Méme que 7.1A sauf qu’une
sonde sens a été hybridée A une coupe sériée du méme embryon. (7.1C) Expression de ZPK
dans le cerveau en développement d’un embryon de 15.5 jours. (7.1D) Méme que 7.1C sauf
qu’une sonde sens a été hybridée a une coupe sériée du méme embryon. (7.2E) Expression de
ZPK dans un ganglion spinal d’un embryon de 15.5 jours. (7.2F) Expression de ZPK dans un
ganglion spinal d’un embryon de 17.5 jours. (7.2G) Méme que 7.2E sauf qu’une sonde sens a
été hybridée a une coupe sériée du méme embryon. S, peau; SG, ganglioﬁ spinal; T,

télencéphale. Grossissement original : x 160.
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2.4 Expression de ZPK dans la peau embryonnaire.

2.4.1 Développement de la peau embryonnaire.

L’épiderme est un organe qui origine du feuillet ectodermique. La peau embryonnaire 3 14
jours (Figure 8) se compose d’une couche de quelques cellules non différenciées qui ont la
possibilité de se diviser. Par la suite, le nombre de couche de cellules augmente. A partir de ce
moment, on peut identifier les différentes couches de cellules qui s’y retrouvent. A la base de
la peau, on trouve le stratum germinativum qui représente la couche de cellules basales. Cette
couche constitue les cellules souches et non-différenciées de 1a peau. C’est & partir des divisions
cellulaires de cette couche que les couches supérieures de cellules vont se former. Juste au-
dessus, on retrouve le stratum granulosum. C’est la couche différenci€e de la peau qui est
completement formée vers le jour 15 du développement embryonnaire. La différenciation des
cellules de la peau correspond au moment ol les cellules amorcent 1’accumulation de kératines.
Elles deviennent ainsi des kératinocytes. Apres un certain temps, les cellules ont emmagasiné
une grande quantité de kératines ce qui cause une perte importante de cytoplasme et du
métabolisme, ce qui les entrainent indubitablement vers leur état de différenciation terminale
qui est en fait la mort cellulaire. Les cellules mortes constituent la dernidre couche de cellules
de la peau, le stratum corneum qui est la couche cornée et protectrice de la peau (Fuchs et
Byrne, 1994). Un autre fait intéressant, ¢’est la cytodifférenciation des kératinocytes qui est en
corrélation avec I’induction de la transcription des génes des kératines par les dermamyotomes.
Les dermamyotomes correspondent 2 la portion des somites qui est située du coté de 1’épiderme.
Ces derniers induisent, par des facteurs solubles, la transcription des geénes des kératines de
structure et I’apparition des granules de kératines vers le jour 15 du développement (Fuchs et
Byrne, 1994). La figure 8 présente la morphologie de la peau de souris au cours du

développement embryonnaire.
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Figure 8. Microphotographies de coupes de peau d’embryons de souris de 14, 17 et 19

jours de gestation.

1. Coupe de peau d’embryon de 14 jours. 2. Coupe de peau d’embryon de 17 jours. On voit
bien les trois couches qui composent la peau. 1. Stratum germinativum, 2. Stratum spinosum et
3. Stratum granulosum. 3. Coupe de peau d’embryon de 19 jours. D, derme; HG, follicule
pileux en développement; HP, follicule pileux; P, périderme; SC, stratum corneum; SB, stratum
germinativum; SG, stratum granulosum;, SS, stratum spinosum. Grossissement original : x 650
(Tiré de DuBRUL, 1972)
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2.4.2 Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans la peau embryonnaire.

Aucune expression du transcrit de ZPK est détectée dans les deux 2 trois couches de cellules qui
constituent 1’épiderme non-différencié d’un embryon de 13.5 jours (Figure 9.1A). A 15.5 jours
(Figure 9.1B), on observe une expression de ZPK de fagon ponctuelle dans la peau, tandis qu’a
17.5 jours (Figure 9.1C), on détecte 1’expression de ZPK de fagon continue dans toute la peau.
Un agrandissement d’une portion de peau d’embryon de 17.5 jours (Figure 9.1D), nous
renseigne sur la localisation précise de 1’expression du transcrit de ZPK. En fait, ZPK est
exprimée uniquement dans le stratum granulosum qui est la couche de cellules différenciées de
la peau. Par opposition, le stratum germinativum qui contient les cellules souches de la peau
(cellules non-différenciées) exprime en aucun temps le transcrit de ZPK. La figure 9.2 présente
une coupe de peau d’un embryon de 16 jours. On remarque bien le stratum granulosum marqué

et le stratum germinativum, en bleu, qui n’est pas marqué.
2.5  Expression de ZPK dans les vibrisses embryonnaires.
2.5.1 Structure des follicules des vibrisses embryonnaires.

Provenant d’une interaction entre le derme et I’épiderme, les follicules pileux sont formés A
partir de la couche suprabasale de la peau. Il en est de méme pour les follicules des vibrisses.
Une différence intéressante que 1I’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 différenciation précoce (Fuchs et Byrne, 1994). Le follicule des vibrisses est
constitué de plusieurs couches de cellules. Au centre, on trouve la vibrisse qui est entourée par
Ia gaine de cellules internes. La gaine de cellules internes est formée de deux couches de
cellules. La couche de Huxley et 1a couche de Henle. Ensuite, le tout est entouré par la gaine

de cellules externes (Figure 10).
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Figure 9.1. Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans la peau embryonnaire

de souris. Pour la légende, voir la figure 9.2.
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Figure 9.2. Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans la peau d’un 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 développement. (9.1D) est un agrandissement de la peau d’'un embryon de
17.5 jours. Toutes les coupes ont été hybridées avec une ribosonde antisens 3 I’ARNm de ZPK.
La figure 9.2A a été hybridée avec une ribosonde antisens et 9.2B avec une ribosonde sens. HF,
follicule pileux; SCo, stratum corneum; SGe, stratum germinativum; SGr, stratum graﬁulosum.
Les tétes de fleches délimitent les couches de cellules identifiées. Grbssissemeht original :

9.1A,B,D x 400; 9.1C x 160; 9.2A,B x180
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cortex

couche de Huxley
gaine de cellules internes
couche de Henle
gaine de cellules externes
tissu conjonctif
cuticule .

Figure 10.  Coupe transversale schématique d’un follicule d’une vibrisse de souris. Le
cortex et la cuticule forment le poil. Les cellules de la gaine de cellules internes produisent les
kératines pour former le poil. (Tiré et traduit de Rugh, 1968)
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2.5.2 Localisation de I’expression de "ARNm de ZPK dans les follicules des vibrisses.

L’expression détectée dans les follicules des vibrisses se localise dans la gaine de cellules
internes (inner root sheat, (IRS)) qui est le prolongement du stratum granulosum de la peau, 12
ol on retrouve déja I’expression du transcrit de ZPK (Figure 11A). Un agrandissement d’un
follicule confirme cétte localisation (Figure 11B). La figure 11C est un contrdle négatif qui
permet de vérifier I’absence de signaux artéfactuels ou non-spécifiques dans la peau et les

follicules des vibrisses.

2.6 Expression de ZPK dans P’intestin embryonnaire.
2.6.1 Développement de I’intestin embryonnaire.

L’intestin est le premier tissu d’origine endodermique & se former. Méme s’il n’est pas
fonctionnel, c’est lui qui est & 1a base de tout le systéme digestif. Sa mécanique de formation
est assez simple. Il se forme en grande partie au moment de la gastrulation quand I’endoderme
pénetre a Iintérieur des autres feuillets. C’est un mécanisme apoptotique induit par des facteurs
présents dans le liquide amniotique qui va permettre la formation de la lumiére intestinale et par
un processus invasif des cellules de mésenchyme dans les cellules épithéliales qui va former les
villosités (Figure 12)(Gilbert, 1994). Ensuite, le mésenchyme environnant va induire la
différenciation des cellules épithéliales des villosités. Cette différenciation s’effectue selon un
patron non-spécifique et aléatoire dans I’intestin, c’est & dire que ce ne sont pas toutes les
cellules qui subissent cette différenciation en méme temps. Durant la derniere semaine de
gestation, les cellules épithéliales de I’intestin vont passer d’un €pithélium stratifi€é & un
épithélium simplé, signe de 1’évolution de leur différenciation (Vasioukhin et al., 1995). De
plus, ce n’est pas avant la troisi®me semaine aprés la naissance que 1’intestin murin ne devient

completement mature (Calvert et Pothier, 1990; Simon et Gordon, 1995).
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Figure 11.  Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans les follicules des
vibrisses. Les coupes sagittales d’embryons ont été hybridées soit avec une ribosonde antisens
(11A-11B) ou sens (11C) de ’ARNm de ZPK. (11A) Coupe transversale d’un follicule de
vibrisse présentant une expression de ZPK dans la gaine de cellules internes. (11B)
Agrandissement du follicule présenté en 11A. (11C) Méme qu’en 11A sauf qu’une sonde sens
a ét6 hybridée 2 une coupe sériée du méme embryon. C, cortex; IRS, gaine de cellules internes;
ORS, gaine de cellules externes; S, peau; WF, follicule de vibrisse. Grossissement original :
A,C x 160; B x 400.
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Figure 12.  Schéma du développement embryonnaire de I’intestin.

E14, jour 14 du développement embryonnaire; E15, jour 15 du développement; E17, jour 17 du
développement. Les cellules cuboidales et les cellules irrégulieres représentent respectivement
les cellules épithéliales et les cellules de mésenchyme. On voit qu’au jour 15, les cellules du
mésenchyme envahissent les cellules épithéliales pour donner naissance aux villosités. (Tiré de
Sonnenberg et al., 1993)
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2.6.2 Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans I’intestin embryonnaire.

A 13.5 jours, I’intestin embryonnaire non-différencié ne présente aucune trace de I’expression
de ZPK (Figure 13A). A 155 jours, au moment ol les villosités intestinales commencent 2 se
former, on observe certaines cellules épithéliales qui expriment ZPK (Figure 13B). A175
jours, les villosités sont completes et on observe une expression aléatoire de ZPK dans les
cellules épithéliales le long des villosités de méme que dans les cryptes (Figure 13C).
Finalement, aucune expression est détectée dans les cellules mésenchymateuses et dans les
couches musculaires qui forment 'intestin. La figure 13D est un contrdle négatif qui présente

aucune réaction non-spécifique.

2.7  Expression de ZPK dans le pancréas embryonnaire.

2.7.1 Développement du pancréas embryonnaire.

Le pancréas a une origine endodermique. Il est formé A partir de la paroi intestinale. Le
pancréas se développe 2 partir de la fusion de deux diverticules distincts; le ventral et le dorsal
(Figure 14). Par la suite, le pancréas subira une série de mitoses trés rapides en gardant un taux
basal d’hormones et d’enzymes digestives. A 15 jours, les cellules du pancréas, vont subir une
cytodifférenciation. C’est 2 dire que les populations de cellules qui composent le pancréas vont
acquérir leur fonction respective. Une population va donner naissance aux cellules acineuses
- qui constituent la voie de sécrétion exocrine (sécrétion des enzymes digestives). Cette
différenciation s’observe facilement par le développement d’un important réticulum
endoplasmique, d’un appareil de Golgi et de I’accumulation de granules de zymogenes. La
seconde population va former les flots de Langerhans qui constituent la voie de sécrétion
endocrine (sécrétion d’hormones: insuline, glucagon). C’est le compartiment de cellules

endocrines qui se différencie le plus rapidement (Slack, 1995).
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Figure 13.  Localisation de I’expression de ’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
développement. Les coupes sagittales d’embryons ont été hybridées avec une ribosonde antisens
(A-B-C) ou sens (D) de I’ARNm de ZPK. Les tétes de fleche en (B), montrent la position des
cellules qui expriment ZPK dans I’intestin d’un embryon de 15.5 jours. i, intestin; V, villosité.

Grossissement original : x 160.
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Figure 14.  Schéma du développement embryonnaire du pancréas. Le pancréas est formé

a partir de la fusion de deux diverticules; le dorsal et le ventral. (Tiré et traduit de Gittes et
Rutter, 1992)
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2.7.2 Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans le pancréas embryonnaire.

Le premier pancréas dans lequel oﬁ a détecté une expression de ZPK, est celui de 15.5 jours
(Figure 15.1A). On peut voir sur la figure qu’un seul acini (fleche) présente une expression de
ZPK. A 17.5 jours, ce sont tous les acini qui présentent une forte expression de ZPK (Figure
15.1B). Aucun signal non-spécifique est observé dans le contrdle négatif (Figure 15.1C). Sur
la figure 15.2A, on peut observer des ilots de Langerhans, au centre, qui ne présentent aucune

expression de ZPK.
2.8 Expression de ZPK dans les reins embryonnaires.
2.8.1 Développement du rein embryonnaire.

Le rein est un organe d’origine mésodermique. La base de son développement repose, comme
pour la plupart des organes, sur des interactions épithélio-mésenchymateuses.  Le rein
embryonnaire (métanéphros) se développe vers le jour 11 du développement. Au début, un
signal qui provient de I'uretere induit la transformation du mésenchyme, qui est la zone
présomptive du métanéphros, en cellules épithéliales qui vont 2 leur tour se différencier en
tubules proximaux, distaux et en glomérules. Ensuite, les cellules A I'extrémité des tubes
nouvellement formés, vont induire la formation des tubules rénaux et des glomérules (Figure
16). Dés le jour 15 du développement, le rein est fonctionnel, et les cellules des tubules sont
donc différenciées (Bard et al., 1994). |

2.8.2 Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans les vreins embryonnaires.

A 13.5 jours, aucun signal est détecté dans le tissu rénal (Figure 17.1A), A 15.5 jours (Figure
17.1B) et 17.5 jours (Figure 17.1C), 'expression de ZPK est détectée de fagon croissante dans

les cellules épithéliales des tubules rénaux. Aucune expression n’est détectée dans le tissu
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mésenchymateux et les cellules endothéliales qui composent les reins. La figure 17C montre
la glande surrénale o I'expression de ZPK est détectée dans la zone corticale de la glande plus
précisément dans la zona fasciculata. Sur la figure 17.2A, on peut observer la localisation de
ZPK dans un rein d’embryon de 16 jours. On remarque que I’expression de ZPK se limite aux

cellules des tubules collecteurs.
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Figure 15.1. Localisation de P’expression de ’ARNm de ZPK dans le pancréas

embryonnaire. Pour la 1égende, voir figure 15.2.
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~ Figure 15.2. Localisation de Pexpression de ’ARNm de ZPK dans un pancréas
d’embryon de 16 jours.
Coupes de pancréas d’embryons de 15.5- (15.1A), 17.5- (15.1B-C) et 16 (15.2 A-B) jours de
développement. Les coupes sagittales d’embryons ont €t hybridées avec une ribosonde antisens
(15.1A-15.1B-15.2A) ou sens (15.1C-15.2B) de ’ARNm de ZPK. i, intestin; L, foie; P,
pancréas; I, ilots de Langerhans. Grossissement original : 15.1A,C x 400; B x 160; 15.2A,B x
180.
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(d) CorpsenS

(e) Elongation (f) Maturation

Figure 16.  Schéma du développement embryonnaire du rein.

(@) Le bourgeonnement de I'uretre (U) est induit et il induit le mésenchyme (M) 2 se condenser.
(b) Condensation du mésenchyme. (c) Le mésenchyme condensé forme des vésicules pour
former les corpsen S (d). (E) Le corps en S s’allonge pour former les tubules proximaux (PT)
et distal (DT). Le tout fusionne avec le tube collecteur (CD). (F) Les tubules continuent de
s’allonger lors de la maturation. (Tiré et traduit de Bard et al., 1994)
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Figure 17.1. Localisation de I’expression de PTARNm de ZPK dans le rein embryonnaire.
Pour la 1égende, voir figure 17.2.
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Figure 17.2. Localisation de I’expression de ’ARNm de ZPK dans le rein d’un 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 développement Les coupes sagittales d’embryons ont ét€ hybridées avec une ribosonde
antisens (17.1A-B-C, 17.2A) ou sens (17.1D, 17.2B) de 'ARNm de ZPK. AG. Glande
surrénale; CT, tubules collecteurs; K, reih; Pe, pavillon. Grossissemeni original :’ 17.1 x 160;
17.2 x180
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CHAPITRE 3

DISCUSSION
3.1 Préambule

Les informations obtenues dans cette étude ont permis d’éclaircir nos connaissances sur les roles
potentiels de la protéine ZPK dans la cellule au cours du développement embryonnaire. On sait
que ZPK est une protéine sérine/thréonine kinase cytoplasmique (Blouin et al., 1996; Reddy et
Pleasure, 1994). 1l est donc probable que ZPK joue le rdle d’un transducteur cytoplasmique
pour une ou des cascades de signaux intracellulaires initiées par un ou des facteurs de croissance
ou hormones peptidiques et leurs récepteurs. Le fait que ZPK se retrouve dans des populations
de cellules spécifiques de certains organes, peut laisser croire 2 la participation de ZPK dans plus

d’un programme morphogénétique responsable durdéveloppement normal de ces organes.

L’étude réalisée dans le cadre de mes travaux de maitrise, a permis d’établir que I’expression
de PARNm du gene ZPK est préférentiellement localisée dans les cellules épithéliales
différenciées de différents organes et ce, a partir d’une période au cours du développement qui
correspond 2 I’apparition d’un phénotype différencié. On parle ici, entre autres, de la couche
granulaire de la peau, des cellules épithéliales des villosités intestinales, des cellules acineuses
du pancréas et des cellules épithéliales des tubules rénaux. On retrouve également une
expression de ZPK dans les cellules neuroépithéliales différenciées du “cerveau en
développement. Donc 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

associé 2 la différenciation terminale et qui va permettre a I’organe de devenir fonctionnel.

La différenciation des cellules est la génération de la diversité cellulaire qui est contenue dans

un organisme (Gilbert, 1994). Quand on parle de différenciation terminale, on parle du devenir
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ultime des cellules différenciées. En fait, les cellules, selon leur provenance, vont entrer dans
un processus biologiqué qui va les mener vers trois voies possibles. Elles pourront soit acquérir
leurs fonctions biologiques définitives (différenciation), soit se diriger vers la mort cellulaire
préprogrammée qui est I’apoptose, soit enfin vers un état de latence qui est la phase GO du cycle
cellulaire (Figure 18). Cette dernidre possibilité n’est pas un processus biologique menant vers
la différenciation terminale des cellules qui y accédent et son role n’est pas encore tres clair
(Philipson et Sorrentino, 1991). Dans chacun des cas, plusieurs paramétres peuvent étre
responsables du chemin que la cellule va suivre. Parmi ces derniers, on peut mentionner la
disponibilité des nutriments, la grandeur et la densité des cellules, 'adhésion cellulaire et la
présence de facteur de croissance qui peuvent influencer le cycle cellulaire. Ces parametres
auront un effet direct sur la transcription des génes impliqués dans le bon devenir de la cellule
(Philipson et Sorrentino, 1991). Donc, la différenciation terminale de populations spécifiques

de cellules est différente d’une population a une autre.

Le cerveau et la peau sont de bons exemples pour comprendre les différents processus
biologiques associés  la différenciation terminale. Dans un premier temps, une cellule qui
entame un processus de différenciation ne doit généralement plus avoir d’action mitotique donc
son cycle cellulaire est bloqué en G1. C’est a partir de la phase G1 que la cellule va étre
orientée pour son devenir (Figure 18) (Philipson et Sorrentino, 1991). Dans le cerveau, I’état
de différenciation terminale des cellules est atteint lors de 1’acquisition des fonctions neuronales
des cellules du cerveau. Pour la peau, ¢’est complétement différent. En fait, 1a peau est un
organe qui est en renouvellement cellulaire continuel a partir d’une couche de cellules basales
non-différenciées. La différenciation des cellules souches en kératinocytes se fait avec
1’accumulation de granules de kératines. La différenciation terminale des kératinocytes les
conduit vers I’apoptose, par une trop grande accumulation de kératine, pour donner naissance

A 1a couche cornée de la peau (Fuchs et Byrne, 1994).
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Figure 18.  Représentation du cycle cellulaire. Apreés la mitose (M), la cellule entre dans
la phase G1. Durant cette phase plusieurs événements vont étre responsable de 1’entrée de la
cellule vers, un état de latence (G0), sa différenciation ou vers la mort cellulaire. (Tiré 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 ZPK dans le systéme nerveux central en développement suggere une
implication de ZPK dans la différenciation des neurones. En fait, 'expression de ZPK est
observée dans la région des cellules neuroépithéliales du télencéphale. Les cellules
neuroépithéliales du télencéphale sont les premiéres cellules du cerveau a se différencier vers
le jour 10 (Gilbert, 1994; Oppenheimer et Lefevre, 1989). Au jour 9 du développement, aucune
expression de ZPK est détectée dans le tube neural (résultats non-présentés) et au jour 11 les
cellules neuroépithéliales du cerveau présentent un début d’expression de ZPK. Par la suite,
cette expression s’intensifie avec 1’augmentation du nombre de cellules différenci€es dans le
cortex cérébral. De plus, I'expression de ZPK semble donc étre en corrélation avec la
différenciation des cellules nerveuses. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez
I’adulte puisque I’expression de ZPK se situe dans des populations de neurones qui ont atteint
leur niveau de spécialisation maximale comme les cellules de I’hippocampe et les cellules du
cortex cérébral qui sont des cellules d’origine neuroépithéliale (Blouin et al., 1996). Les
ganglions spinaux qui sont des structures nerveuses expriment aussi ZPK. Iis sont entierement
différenciés au jour 13. Les résultats que nous avons obtenus sur les ganglions semblent corréler
" avec la différenciation du tissu. Comme on peut le constater, les cellules entrent en fonction au

moment ol la différenciation terminale des cellules nerveuses se produit.
3.3  Expression de ZPK dans la peau et les follicules des vibrisses.

Le patron d’expression de ZPK dans la peau embryonnaire qui se situe exclusivement dans la
région du stratum granulosum, suggere une implication de ZPK dans le processus biologique
qui mene les cellules vers leur état de différenciation terminale. Le stratum granulosum
correspond aux cellules en différenciation. Cette différenciation débute vers le jour 14 et est
complete vers le jour 15 (Fuchs et Byme, 1994). Les résultats obtenus correlent trés bien dans

le temps avec la différenciation de la peau car on assiste a une augmentation de I’expression de
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ZPK 3 mesure que la peau se différencie. Dans la peau adulte (résultats non-présentés) le patron
d’expression de ZPK se situe exclusivement dans le stratum granulosum. On sait que la peau
est continuellement en renouvellement. Ceci dit, il y a toujours de nouvelles cellules qui se
différencient pour atteindre leur état de différenciation terminale. Dans le cas de la peau, la
différentiation terminale méne 2 la mort cellulaire provoquée par une grande accumulation de
kératines (Fuchs et Byrne, 1994). L’analyse des résultats obtenus sur les follicules pileux et les
follicules des vibrisses appuie ’hypothése de la participation de ZPK dans un processus
biologique menant A la différenciation terminale. En fait, les follicules pileux et les follicules
des vibrisses ‘sont formés par le stratum granulosum. La différenciation de ces cellules se traduit
par la production de kératine 2 I'extérieur de la cellule pour former le poil ou la vibrisse (Kopan
et Weintraub, 1993). C’est la présence du cuticule d’un poil qui indique I’état de différenciation
du follicule. Les follicules pileux de la peau ne sont pas actifs avant la naissance contrairement
aux follicules des vibrisses qui sont déja productifs dés le jour 16 du développement
embryonnaire de la souris. Donc ces résultats suggerent la participation de ZPK dans les

processus de différenciation terminale de la peau et des structures qui la composent.

3.4 Expression de ZPK dans Pintestin.

Dans I’intestin embryonnaire, on observe une expression de ZPK dans les cellules épithéliales
des villosités intestinales selon un patron irrégulier. Au début, I'intestin est formé de
populations de cellules stratifiées peu différenciées. Ensuite, ces cellules vont €tre induites en
cellules épithéliales intestinales vers le jour 10. Leur différentiation terminale, qui constitue leur
entrée en fonction, débute vers le jour 14 et se terminera seulement trois semaines apres la
naissance. Donc les cellules épithéliales ne se différencient pas toutes en méme temps. Elles
e font selon un patron aléatoire (Calvert et Pothier, 1990). Sil’on compare ces informations
avec les résultats de I’expression de ZPK on se rend compte que tout corréle avec le processus
de différenciation des cellules épithéliales des villosités intestinales. Les résultats observés dans

I’intestin adulte (Blouin ez al., 1996) sont en accord avec les observations faites chez I’embryon.

55



Les cellules épithéliales des villosités intestinales adultes sont continuellement en
renouvellement 3 partir de cellules souches. Ces éellules souches sont en fait les cellules de la
crypte de Lieberkiihn. Elles donneﬁt naissance aux cellules épithéliales des villosités qui sont
éliminées A la pointe de la villosité et aux cellules de Paneth qui sont éliminées par phagocytose
(Dauga et al., 1990). Donc il y a toujours des cellules qui sont dans un processus de
différenciation tout le long des villosités. Le patron d’expression de ZPK chez I’adulte est
confiné aux cellules épithéliales de la villosité et aux cellules de Paneth. Ces résultats peuvent
nous faire penser & un rdle de ZPK dans le processus qui entraine les cellules vers leur

différenciation terminale qui est I’apoptose.
3.5  Expression de ZPK dans le pancréas.

Dans le pancréas, la premidre expression de ZPK a été détectée dans la portion exocrine au
moment od 1’organe subit de profonds changements morphogénétiques qui entraineront ce
dernier vers un état de cytodifférenciation complet. Pour les cellules sécrétrices comme les
cellules acineuses, la cytodifférenciation s’observe par le développement d’un important
réticulum endoplasmique, d’un appareil de Golgi ainsi que I’accumulation de granules de
zymogenes (Slack, 1995). Les résultats de la localisation de l’expressioh de ZPK suggerent un
role pour la protéine dans le processus biologique qui entraine les cellules acineuses dans
I’acquisition de leurs fonctions biologiques donc vers leur état de différenciation terminale. Les
résultats yd’expression obtenus chez 1’adulte sont en accord avec les résultats embryonnaires.
L’expression chez 1’adulte est localisée uniquement dans les cellules acineuses (Blouin et al.,
1996). Ce résultat est trés intéressant, car le pancréas est constitué de deux populations de
cellules différenciées importantes et seulement les cellules acineuses et non les cellules des flots
de Langerhans expriment ZPK. Cette observation suggére une participation de ZPK dans le
maintien de I’état différencié des cellules acineuses. Pour ce qui est des cellules ductales, il n’a

pas été possible de les identifier adéquatement A cause du fort marquage observé dans 1’ organe.
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3.6  Expression de ZPK dans les reins.

L’entrée en fonction du rein embryonnaire (métanéphros) se fait assez tard au cours du
développement (jour 14). C’est au jour 15 que I’on observe la premiére expression de ZPK dans
ces cellules. Le patron d’expression de ZPK dans les cellules épithéliales des tubules rénaux est
en corrélation avec la différenciation de ces cellules. La fonction de ces cellules est de
réabsorber les bons nutriments qui ont été enlevés du sang. Les résultats obtenus chez I’adulte
sont en accord avec les résultats embryonnaires. Chez I’adulte, ZPK se retrouve dans la méme
population de cellules (résultats non-présentés). Un autre résultat intéressant, c’est la détection
de ZPK dans la zona fasciculata de la glande surrénale. Cette zone est responsable de la
sécrétion des glucocorticoides qui sont nécessaires au cours du développement embryonnaire
(Gilbert, 1994). En fait, ils interviennent dans la régulation de la transcription des génes
(Gilbert, 1994). Les cellules de la zona fasciculata sont des cellules qui se différencient trés tot
dans le développement (jour 12-13). Ceci peut s’expliquer par le fait que les glucocorticoides
sont nécessaires pour stimuler des événements morphogénétiques ultérieures. Tous ces résultats
suggdrent une fois de plus I'implication de ZPK dans des processus liés a la différenciation

terminale de populations spécifiques de cellules.
3.7 Discussion générale

Tous les organes dans lesquels le géne ZPK est exprimé, a 1’exception du cerveau, ont un point
en commun, celui que leur développement repose sur des interactions entre un épithélium et le
mésenchyme environnant. 11 existe trois types possibles d’interactions (Gilbert, 1994). Le
premier type est une interaction impliquant un contact cellule-cellule. Ce type d’interaction est
important pour le développement des tubules rénaux (Lehtonen, 1975). Le second implique un
contact entre la cellule et une matrice extracellulaire. Les composants de la matrice vont induire
la différenciation cellulaire. Par exemple, les cellules de Sertoli mises en culture sur une surface

non-recouverte d’éléments de la matrice extracellulaire perdent leur état différencié. Sion les
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met en présence d’une membrane basale, elles reprennent une morphologie identique aux
cellules de Sertoli dans les testicules (Hadley et al., 1985). Le dernier type d’induction nécessite
aucun contact direct entre les cellules. En fait I'induction se fait par ’entremise de facteurs
solubles. Ces facteurs sont trés souvent des facteurs de croissance. Sil’on parle de facteurs de
croissance, on parle aussi de récepteurs qui possédent une activité kinase intrinséque. On sait
que le signal est médié via la phosphorylation de protéines cytoplasmiques. Dans cet ordre
d’idée, il est possible d’imaginer que ZPK peut étre activée en réponse 2 la fixation d’un facteur
de croissance a son récepteur. Des protéines kinases sont reconnues pour agir dans ce type
d’induction. Le récepteur tyrosine kinase, c-met, qui est le récepteur de 1’“hepatocyte growth
factor/scatter factor” (HGF/SF) utilise ce type d’induction. Ce qui rend cette protéine
intéressante c’est son patron d’expression au cours du développement embryonnaire
(Sonnenberg et al., 1993). En fait, celui-ci est trés similaire & celui de ZPK. On retrouve le
récepteur c-met dans les cellules épithéliales des villosités intestinales, dans les cellules
épithéliales des tubules rénaux, dans le pancréas, dans le cerveau (Sonnenberg et al., 1993), et
dans la peau (Rosen et al., 1994). De plus, ce récepteur et son ligand sont eux aussi bien
conservés au cours de ’évolution. Les actions cellulaires du HGF/SF sont bien connues. 11 peut
servir comme agent mitogénique (Nakamura et al., 1987), motogénique (Stoker et al., 1987;
Gherardi et al., 1989) et morphogénique (Santos et al., 1993) sur plusieurs populatiohs de
cellules épithéliales (Gherardi et al., 1993; Furlong, 1992; Birchmeier, 1993). L’étroite relation
qui existe entre le patron d’expression de c-met et de ZPK dans les mémes populations de
cellules permet de suggérer un rdle potentiel de ZPK dans la cascade intracellulaire activée par
le récepteur c-met. Aucune information n’étant disponible sur les protéines interagissant dans
la cascade activée par c-met, il est possible d’imaginer que ZPK est un substrat de ce récepteur.
Un autre fait est intéressant. 11 est bien connu que HGF et c-met sont grandement impliqués
dans la régénération hépatique (Nakamura et al., 1984). Par cette étroite relation dans le patron
d’expression du récepteur du HGF et de ZPK, il est possible de suggérer que ZPK soit impliqué

dans la cascade activée par HGF.
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La protéine RET est un autre bon exemple de protéine kinase o ’on a une démonstration de
son implication dans les processus biologiques liés A la différenciation de populations
spécifiques de cellules. Les zones d’expression de RET dans I’embryon suggerent sa
participation dans la différenciation de populations spécifiques de cellules neuronales et dans
les cellules épithéliales polarisées des tubules rénaux. On peut comparer cet expression avec
I’expression de ZPK dans ces mémes organes. Avec ces résultats, Pachnis et al. (1993) et
Avantaggiato et al. (1994) ont postulé que RET peut &tre impliqué dans différents programmes
morphogénétiques (Davidson, 1990). Une mise en évidence de I'implication de RET dans le
développement embryonnaire est décrite dans I’étude de Schuchardt et al. (1994) qui ont réalisé
une inactivation compléte du géne (knockout). Le résultat du knockout est un embryon mort-né
qui n’a pas de développement normal des reins et du syst®me nerveux entérique. Ces résultats,
en analogie avec ZPK, permettent d’imaginer un role de ZPK dans le processus de

différenciation cellulaire.

Le récepteur tyrosine kinase c-ros est un autre exemple de protéine qui agit sous I'influence
d’une interaction de type épithélio-mésenchymateuse. La localisation de I’expression de c-ros
se restreint au compartiment de prolifération cellulaire de I’intestin (crypte) de I’embryon et de
1’adulte ainsi que dans les zones de prolifération des reins embryonnaires (Tessarollo et al.,
1992). Cet exemple en comparaison avec ZPK vient confirmer que les zones d’expression de
ZPK sont des zones de différenciation. Donc, une fois de plus, il est possible de suggérer un rdle
pour ZPK dans la différenciation cellulaire, soit dans I’induction ou le maintien de I'état
~ différencié.

Comme on peut le constater, il est possible d’imaginer un r6le potentiel pour ZPK dans les
processus biologiques associés 2 la différenciation cellulaire. Avec ces observations, on peut
aussi suggérer que ZPK a un role dans la différenciation terminale en exercant un effet négatif
sur la prolifération. En fait, 1a différenciation terminale s’accompagne toujours d’un arrét de

la croissance cellulaire. L’effet négatif sur la prolifération pourrait s’exercer & deux niveaux

59



différents. Dans un premier temps, on peut imaginer que la protéine ZPK provoque un arrét de
la progression du cycle cellulaire lorsque les cellules atteignent un état de différenciation
terminale. Le passage 2 travers le cycle cellulaire requiert 1’activation successive de plusieurs
protéines kinases de la famille des protéines kinases dépendantes de la cycline (CDK, cyclin-
dependent kinase). Les CDK sont la clé de la régulation du cycle cellulaire (Morgan, 1995).
Leur role est de se fixer aux sous-unités des cyclines et de les activer (Elledge et Harper, 1994).
L’ activation des cyclines dans le cycle cellulaire se fait uniquement par les CDK. Le complexe
cycline-CDK peut 2 son tour étre inactivé par une phosphorylation effectuée par la protéine
kinase Weel. Comme chaque kinase a sa phosphatase, la protéine phosphatase Cdc25 va jouer
le role opposé 2 Weel. Une protéine CDK, cdc2, est responsable de la régulation de ces deux
protéines. En fait, cette kinase est capable de phosphoryler Weel et Cdc25 avec comme
conséquence d’inactiver Weel et d’activer Cdc25. (Draetta, 1993; Solomon, 1993; Morgan,
1995).

Dans un deuxiéme temps, on peut suggérer que ZPK exerce un effet négatif sur la prolifération
cellulaire en provoquant I'induction d’une réponse apoptotique dans les cellules différenci€es.
L’apoptose est un processus physiologique cellulaire qui joue un role important au cours du
développement embryonnaire et aussi lors d’un stress physiologique (White, 1996). Au cours
de I’embryogénese, 1’apoptose intervient dans la morphogénese des membres et dans
I’organisation du syst®me nerveux central. En fait, lors de la synaptogénése, plus de la moiti€
des neurones meurent par apoptose (Bousquet et Sarthou, 1995). Une cellule apoptotique est
facile 2 identifier. On remarque au début une condensation de son cytoplasme et de sa
chromatine, suivi de la fragmentation de I’ADN nucléaire condensée. La cellule ne décide pas
elle-méme 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 TGFB et des cytokines telles que TNFo. Ces facteurs sont associés, dans la cellule, a

des cascades de transduction de signaux qui impliquent des protéines kinases. Donc on peut en

conclure que certaines protéines kinases sont impliquées dans I’apoptose.
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Récemment, le groupe de Hirai et al. (1996) a i§olé, de fagon indépendante, ’homologue de
ZPK chez le rat. Cette protéine, MUK, démontre une forte homologie avec le groupe des
MAPKKK. IIs ont isolé cette noﬁvelle protéine avec une procédure de clonage basée sur
I’ utilisation de la technique de polymérisation en cascade (PCR) avec des oligonucléotides
dégénérescents correspondant aux sous-domaines II et VIII de la famille des MAPKKK. Les
résultats qu’ils ont obtenus associent MUK/ZPK 2 la voie d’activation de JINK/SAPK (Hirai et
al., 1996). Ils ont observé que lorsqu’ils transfectent MUK et JNK1 dans la méme cellule et
qu’ils surexpriment MUK, le résultat est une activation de JNK1 visible par une
hyperphosphorylation du facteur de transcription c-Jun. II est important de noter que ces
expériences ont été réalisées en transfectant les deux génes dans des cellules qui ne les exprimait
pas. Donc, in vivo, il peut y avoir des différences. La famille de INK/SAPK sont des protéines
kinases apparteﬁant A la grande famille des MAP kinases (MAPK) (Seger et Krebs, 1995). Les
cascades intracellulaires qui incluent les protéines de la famille des JNK peuvent €tre activées
par des facteurs de croissance (EGF), des cytokines (TNFo) et par des stress extracellulaires tels
que I’irradiation aux ultraviolets, les chocs thermiques ainsi que 1’hépatectomie partielle (Figure
19). Les protéines de la famille des JNK ont un rdle reconnu dans les processus d’arrét de la
prolifération et de la différenciation ainsi que dans la prolifération cellulaire (Diehl et Rai,
1996). Le résultat de ces cascades est d’activer c-Jun. Dans I'exemple de I’hépatectomie
partielle, les facteurs de transcription peuvent &tre activés par deux voies paralleles qui vont
donner des résultats cellulaires similaires. La réponse via I’activation de JNK/SAPK par TNFo
et EGF est la synthése d’ ADN par les hépatocytes d’un foie hépatectomisé. Par le fait que JNK1
a un lien avec ZPK/MUK et que JNK1 est impliqué dans la régénération hépatique, on peut
suggérer une implication de ZPK/MUK dans la régénération hépatique.
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Figure 19.  Voies d’activation des protéines de la famille des SAPK/JNK.
Facteurs de croissance (EGF) et les cytokines (TNFo) se lient aux récepteurs kinases qui initient
la cascade des kinases qui activent les MAPK et les SAPK respectivement. Ces deux voies sont

paralleles et certains éléments sont homologues ce qui laisse présager des actions concomitantes
(Tirée et traduit de Diehl et Rai, 1996).
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CONCLUSION

Les résultats de cette étude démontrent un patron d’expression de I’ARNm de ZPK trés
spécifique A certaines populations de cellules. Dans tous les tissus étudiés, I’expression de ZPK
est localisée dans les populations de cellules différenciées. En fait, le début de I’expression de
ZPK est observée A partir du moment od §’initient des processus morphogénétiques conduisant

des populations spécifiques de cellules vers leur différenciation terminale.

Jusqu’a présent, aucun des groupes travaillant sur ZPK et ses homologues a démontré que la
protéine était synthétisée in vivo. Donc il devient impératif de déterminer si cette protéine est
synthétisée dans les cellules. Pour ce faire, il faudrait obtenir un anticorps spécifique 2 ZPK et
utiliser ce dernier dans des techniques d’immunodétection tels que 1’immunohistochimie et le
Westhern blot.

Comme la prolifération et la différenciation cellulaire sont généralement des processus
biologiques mutuellement exclusifs, il est plausible de penser que toutes les cellules exprimant
ZPK devraient voir son processus de prolifération arrété. Pour vérifier cette hypothese, on
pourrait simplement introduire le géne ZPK avec un promoteur inductible a ’intérieur de
cellules en culture et examiner 1’effet de son expression sur la prolifération et aussi possiblement
sur I’état de différenciation des cellules. Les meilleures lignées qenulaires devraient étre des
cellules pluripotentes, comme par exemple les P19 dont on peut induire la différenciation en
cellules nerveuses ou musculaires. L’expression de ZPK dans ces cellules permettrait de vérifier
si la protéine ZPK a un effet sur le contrdle de la prolifération et sur la différenciation de ces

cellules.

11 serait aussi intéressant de vérifier le niveau d’expression du géne ZPK et de la protéine dans
des cellules transformées proliférant de fagon anarchique afin de déterminer §’il existe une

corrélation entre I’expression et la prolifération. En fait, si les lignées de cellules proliférant de
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fagon anarchique n’expriment plus ZPK; il serait intéressant de vérifier si 1’introduction du géne
ZPK aura un effet négaﬁf sur la prolifération cellulaire et aussi un effet sur le phénotype des
cellules utilisées. Cette information indiquerait aussi si ZPK a un rdle potentiel dans le contrdle
de la prolifération et de la différenciation cellulaire. Les résultats de ces expériences

permettraient d’envisager un rdle de suppresseur de tumeurs pour ZPK.

Toutes les expériences proposées précédemment ont pour but de vérifier I’effet de I’ introduction
du géne ZPK dans des lignées de cellules n’exprimant pas ZPK. L’inverse est aussi réalisable.
On pourrait utiliser un syst®me qui permettrait d’exprimer un messager anti-sens & ZPK afin
d’empécher toute traduction du messager en protéine. On peut aussi introduire des
oligonucléotides anti-sens qui vont se fixer 2 ’ARNm de ZPK et qui aura aussi un effet négatif
sur la traduction. Une autre expérience qui donnerait le meilleur résultat, serait de produire un
knockout du géne . Par cette technique, nous serions en mesure de déterminer A quel niveau
ZPK joue son role, soit dans le développement embryonnaire ou soit dans le maintien des tissus
adultes. Ces expériences permettraient non seulement d’éclaicir nos connaissances sur le role
potentiel de ZPK dans la cellule mais donneraient les informations capitales sur la participation

de ZPK dans les processus cellulaires associés 2 la prolifération et A la différenciation cellulaire.

Précédemment, nous avons traité de I'implication de ZPK (MUK) dans la phosphorylation de
JNK1. Nous avons aussi présenté I'implication des protéines de la famille des JNK dans le
processus de la régénération hépatique. Un autre fait intéressant, ¢’est 'homologie des patrons
d’expression de ZPK (Blouin et al., 1996) et du c-met, le récepteur du HGF (Wang, et al.,
1994). Nous savons aussi que le HGF et son récepteur sont directement impliqués dans le
processus de régénération hépatique. Des résultats obtenus par hybridation in situ (Blouin et al.,
1996) de I’expression de ZPK dans le foie adulte ont permis de déterminer que ZPK est exprimé
dans des hépatocytes matures qui présentent une activité mitotique. Donc il est possible de
croire au role de ZPK au cours de la régénération hépatique. Pour vérifier cette hypothese il

faudrait mesurer les niveaux d’expression de ZPK 2 plusieurs temps apres 1’hépatectomie ainsi
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que vérifier, par hybridation in situ, si le nombre de cellules exprimant ZPK augmentent. Avec
la mise en culture d’hépatocytes, il serait possible de mesurer les niveaux de phosphorylation
de ZPK lors d’une stimulation par différents agents impliqués dans la régénération hépatique,
cela permettant d’identifier du méme coup, des partenaires cellulaires de ZPK. 1l serait aussi
possible de vérifier si ZPK a un rdle dans la prolifération des cellules hépatiques par
I’introduction, dans les cellules en culture, d’un systéme permettant d’obtenir I’expression d’un

messager anti-sens a ZPK.

Des résultats récents ont permis d’établir que HGF et son récepteur sont impliqués dans la
régénération pancréatique (Calvo et al., 1995). 11 serait intéressant de vérifier les niveaux
d’expression de ZPK ainsi que sa phosphorylation au cours de la régénération pancréatique. On
sait que ’expression de ZPK se limite aux cellules acineuses, donc il faudrait vérifier si, lors de
la pancréatectomie ou la pancréatite, ZPK est exprimée et sa protéine est phosphorylée dans les
cellules acineuses différenciées qui se divisent. En fait, il serait intéressant de reproduire cette
expérience 2 tous les types cellulaires, car dans le pancréas, les cellules acineuses et les cellules
des T16ts de Langerhans vont se diviser pour donner naissance a d’autres cellules acineuses et
A d’autres cellules des I16ts de Langerhans respectivement (Bonner-Weir et al., 1993). 1l sera
aussi important d’identifier les types cellulaires qui expriment ZPK lors de la régénération de
1’organe principalement dans les cellules ductales qui donnent les deux types cellulaires. Les
informations pouvant étre obtenues grice a ces expériences sont capitales. En fait, elles
permettront de nous renseigner sur un partenariat entre ZPK et HGF et aussi sur un rdle

_ important dans la régénération de populations de cellules spécifiques du pancréas.

Pour vérifier le lien possible de c-met (HGF) et ZPK dans une méme cascade de signaux
intracellulaires, il s’agirait d’utiliser une lignée cellulaire qui exprime le récepteur c-met et ZPK
simultanément. Par la suite, il faudrait placer les cellules en culture sans sérum en présence de
HGFf Donc si les deux protéines sont impliquées dans une cascade commune, nous devrions

observer une phosphorylation de ZPK avec une stimulation par le HGF. Puisque les cellules
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seraient cultivées en I’absence de tout autre facteur de croissance, les résultats permettraient

d’identifier une cascade qui implique ZPK lors de la transduction de son signal.

Toutes les expériences présentées précédemment, vont permettre d’améliorer nos connaissances
sur ZPK. En fait, nous seront en mesure de conclure sur la participation de ZPK dans les
processus biologiques du contrdle de la prolifération ainsi que de la différenciation cellulaire.
A cause des multiples implications cellulaires des protéines kinases, il est de plus en plus
important de bien comprendre leur fonctionnement normal dans le but d’agir adéquatement lors

de leur déréglement.
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Tableau 1.

ACIDES AMINES

A Ala  Alanine

C Cys Cystéine

D Asp  Acide aspartique
E Glu  Acide glutamique
F Phe Phénylalanine
G Gly Glycine

H His  Histidine

I Ile Isoleucine

K Lys Lysine

L Leu Leucine

M Met Méthionine
N Asn  Asparagine

P Pro  Proline

Q Gln  Glutamine

R Arg  Arginine

S Ser  Sérine

T Thr  Thréonine

\% Val Valine

w Trp  Tryptophane
Y Tyr  Tyrosine

ANNEXE

Les acides aminés et leurs symboles.

TGC
GAC
GAA
TTC

GGA
CAC
ATA

TTA
ATG

CCA
CAA
AGA
AGC
ACA
GTA
TGG
TAC

CODONS

GCC
TGT
GAT
GAG

GCG

GGC
CAT
ATC

GGG

ATT

TIG CTA

CccC
CAG
AGG
AGT
ACC
GTC

CCG
CGA
TCA
ACG

GTG

TAT
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GCT

GGT

CTC

CCT

CGC
TCC
ACT
GTT

CTG CIT

CGG CGT
TCG TCT
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