Ces études révelent donc que
deux molécules phylogénétiquement tres
anciennes comme AIF [12] et Hsp70 [13]
participent a la régulation de "apoptose
mais que cette activité ne met pas en jeu
leurs fonctions enzymatiques connues :
oxydoréductase pour AlF [14] et chaperon

moléculaire dépendante de I’ATP pour
Hsp70 [10]. Ces observations pourraient
aussi suggérer que le blocage de I'interac-
tion entre Hsp70 et AIF pourrait faciliter
I'induction thérapeutique de I'apoptose,
notamment dans les nombreux cancers qui
surexpriment Hsp70.¢
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cibles moléculaires directes de SRY res-
tent toutefois méconnues. sox9 est un
bon candidat: il est trans-
crit en particulier dans les
gonades ol son expression
augmente fortement et uni-
quement chez les embryons
mdles juste apres |'activa-

> Chez les mammiferes, lors du dévelop-
pement, les gonades mdles et femelles
sont morphologiquement identiques et
appelées gonades indifférenciées.
Ensuite, la gonade se développera soit
en testicule, soit en ovaire selon que le
chromosome Y sera présent ou absent.
On sait depuis une décennie que le gene
sry (sex-determining region of the Y
chromosome), responsable de la forma-
tion des testicules par I'intermédiaire
d’une cascade d’événements morphogé-
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nétiques, est localisé sur le chromosome
Y. Des souris transgéniques de génotype
XX, dans les gonades desquelles on force
I’expression de Sry, présentent une
inversion du sexe: elles possédent des
testicules a la place d ovaires [1]. La
protéine SRY contient une séquence
consensus HMG (high mobility group) lui
permettant de se lier aux molécules
d'ADN et d'en infléchir la courbure, ce
qui suggeére qu'elle pourrait avoir un
effet sur la transcription de géne(s). Les

tion de SRY. Dans les testi-

cules, sox9 est exprimé
dans les cellules de Sertoli, lesquelles
contribuent & la formation de ces
organes.

Chez I'homme, sox9 semble impli-
qué dans le développement des organes
sexuels  puisque des anomalies
d expression de ce gene entrainent des
inversions de sexe. C’est le cas de 75 %
des individus XY présentant soit une
mutation ou une délétion d'un allele du
gene SOX9, soit un réarrangement de la

partie 5" non codante. Tous ces individus

http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2002182149
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sont également porteurs
d’une dysplasie dite campo-
mélique, grave malformation
des os (). Parallélement,

une duplication de SOX9 a été détectée

(-)) m/s
2001 n°10,
p. 1242

chez un patient de génotype XX présen-
tant une inversion du sexe femelle en
sexe mdle. Ces données indiquent que
chez |"homme SOX9 joue un rdle impor-
tant dans la détermination du sexe.

Chez la souris, la contribution de
Sox9 a la détermination du sexe est
moins évidente. En effet des souris hété-
rozygotes Sox9*/~ ne présentent pas d’in-
version du sexe mais meurent a la nais-
sance ([2] et nos propres observations).
Afin de pouvoir analyser le role spéci-
fique de Sox9 dans la détermination du
sexe, nous avons produit des souris
transgéniques qui expriment de facon
ectopique Sox9 dans leurs gonades [3].
Le vecteur de transgenese permet
d exprimer Sox9 sous le contréle des
régions régulatrices du gene Wt1 (Wilm s
tumour suppressor 1) (Figure 1). Wtl est
transcrit dans les gonades indifféren-
ciées d’embryons males et femelles, et
son expression persiste au stade adulte
dans les cellules de Sertoli des testicules
et les cellules de la granulosa des
ovaires. De ce fait, les animaux transgé-
niques de génotype XX different des
témoins qui n”"expriment pas Sox9 dans
leur gonades. Deux souris transgéniques
XX ont ainsi été obtenues, et toutes deux
présentent une inversion du sexe. Elles
posseédent tous les organes génitaux
masculins et ont un comportement
sexuel de type mdle. Toutefois, elles sont
stériles car la présence de deux chromo-
somes X dans leurs génomes ne permet
pas la production de spermatozoides
[4]. Nous avons également obtenu un
animal male (XY) transgénique capable
de transmettre le transgéne a sa descen-
dance. Tous les animaux XX transgé-
niques de génération F1 présentent une
inversion du sexe, démontrant que I'ex-
pression ectopique de Sox9 dans les
gonades d’animaux XX conduit a la for-
mation de testicules. L'analyse macro-
scopique des organes génitaux de souris
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transgéniques XX non pubéres montre
peu de différence avec ceux des madles
de génotype XY (Figure 1). Seuls les tes-
ticules des premiers sont de plus petite
taille, différence qui s’accentue apres la
puberté. Histologiquement, des cellules
de Sertoli confinées a la périphérie des
tubes séminiferes sont présentes en
nombre normal, de méme que des cel-
lules de Leydig dans le tissu interstitiel
de ces testicules. Cependant, aucune
cellule germinale n’est visible chez les
souris transgéniques XX (Figure 1.

Afin de tester la fonctionnalité de
notre vecteur d'expression, nous avons
analysé |"expression de Sox9 dans les
gonades d'embryons transgéniques XX.
Nous avons également étudié la fonction-
nalité des cellules de Sertoli en analysant
|”expression du gene codant pour I'hormo-
ne madle, MIS (Miillerian inhibiting sub-
stance), qui est un marqueur spécifique de
ces cellules, et peut étre aussi une cible
directe de sox9 [5]. sox9 et MIS sont expri-
més dans les testicules de souris transgé-
niques XX, indiquant que les cellules de

A Wt1-Sox9

A

ATG
Région Sox9
5" de Wtl
B

YACygzomMtl

LyS? €1 /

Exonl
de Wtl

100 kb

& 2 g4

Figure 1. Souris transgéniques XX surexprimant Sox9 dans leurs gonades. A. Représentation sché-

matique du vecteur permettant |“expression de Sox9 sous le controle des régions régulatrices de
Wtl. Un large fragment d“ADN (YAC820mWt1) couvrant 620 kb du locus Wtl a été utilisé afin de

couvrir les régions régulatrices de Wtl dont la localisation reste imprécise. YAC: yeast artificial

chromosome, €: exon, |-pA: intron suivi d’une séquence de polyadénylation, LYS2: marqueur de

levure lysine 2. B. Comparaison du phénotype des souris transgéniques et témoins. (A-D) vue

macroscopique de | “appareil urogénital de nouveau-nés. (€-H) vue microscopique de coupes de

testicules adultes. (A, €) : animaux témoins XY (XY+/+); (B, F) : animaux transgéniques XY (Xy
Tr/+); (C, G) : animaux témoins XX (XX +/+); (D, H) : animaux transgéniques XX (XX Tr/+). Tr/+:

animal transgénique, +/+: animal témoin. T: testicule ; 0: ovaire ; S: glande surrénale ; R: rein;

V: vessie. Ces images sont issues de [3].



Sertoli sont fonctionnelles et que la protéi-
ne Sox9 codée par notre vecteur peut acti-
ver les genes en aval de la cascade molé-
culaire de la détermination du sexe [3].
Les données expérimentales obte-
nues @ partir de I'expression ectopique
de Sox9 dans les gonades de souris de
génotype XX montrent que la présence de
ce gene est suffisante pour induire le

développement de testicules, ceci indé-
pendamment du gene Sry. La similitude
des phénotypes des souris XX transgé-
niques qui expriment dans leurs gonades
Sry et de celles qui expriment Sox9 sug-
gére que Sox9 peut se substituer a Sry. |l
est maintenant intéressant de com-
prendre le lien moléculaire entre ces
deux genes, et en particulier de détermi-
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Activation de récepteurs par
une protéine intracellulaire :
un nouveau concept et

un nouveau type de cible

pharmacologique
Fabrice Ango, Laurent Prézeau, Joél Bockaert, Jean-Philippe Pin,

Laurent Fagni

> La communication intercellulaire se fait
grdace a I’échange de messages chimiques
qui agissent sur la face extracellulaire de
récepteurs membranaires. Parmi ces
récepteurs, un grand nombre appartient a
la famille des récepteurs couplés aux pro-
téines G (RCPG). Ces récepteurs sont des
protéines transmembranaires capables de
reconnaitre des messages aussi différents
que la lumiére, les odeurs, les molécules
du golit, des hormones ou des neurotrans-
metteurs. Leurs génes représentent jus-
qu'ala? % du génome humain. Les RCPG
controlent I'activité physiologique de la
majorité des cellules chez ’homme et sont
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la cible privilégiée de nombreux médica-
ments et de la plupart des drogues [1].
Les RCPG sont des protéines allosté-
riques qui sont spontanément en équilibre
entre plusieurs états : des états inactifs,
R, et des états actifs, R* (Figure 1). Un
agoniste du récepteur déplace I'équilibre
vers R*, tandis que certains ligands, qui
sont appelés agonistes inverses, dépla-
cent I’équilibre vers R. €n I'absence d’ago-
niste, un antagoniste neutre n’a aucun
effet sur cet équilibre, mais en présence
d’agoniste, I'antagoniste déplace I'équi-
libre vers R. Des mutations des RCPG peu-
vent aussi déplacer I’équilibre vers R* et

ner si Sox9 est une cible directe de Sry et
s'il est I'unique cible de Sry. Les réponses
a ces questions permettront d”élucider
les premiéres étapes de la cascade de la
détermination du sexe, qui restent enco-
re méconnues bien que de nombreux
genes impliqués dans cette cascade
aient été isolés et identifiés depuis la
découverte du géne sry. ¢

Sox9 induces testis development in XX
transgenic mice
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France.

donc rendre le récepteur actif, méme en
I'absence d’agoniste. Cette activité du
récepteur, indépendante d’un agoniste,
est appelée activité constitutive. D’apres
ce qui précede, cette activité constitutive
peut étre inhibée par un agoniste inverse,
mais pas par un antagoniste neutre. De
plus, le récepteur constitutivement actif
conserve en partie ses capacités de répon-
se a un agoniste.

Uactivité constitutive de certains
RCPG peut résulter de mutations et étre a
I'origine de maladies génétiques [1]. On
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