marqueurs qui définissent les CSH est
bien localisée au niveau des flots aor-
tiques, mais également par des cellules
localisées au sein des plages sous-aor-
tiques (Figure 1).

Définition d’un modeéle alternatif

de production des CSH

L’ensemble des données que nous avons
obtenues [9] montrent que les CSH,
identifiées par leur phénotype (CD457, c-
kit*, AA4.1*, CD41%, CD31*) sont locali-
sées, non seulement dans le plancher
aortique, mais aussi dans le mésen-
chyme sub-aortique. Ces résultats dési-
gnent donc les plages sous-aortiques
comme le site de production des CSH, et
non pas le plancher aortique, ou la pré-
sence de CSH semble plutot refléter leur
libération dans la circulation sanguine,
préalable ala colonisation du foie feetal.
Les perspectives ouvertes par ce travail
[9], eten particulier la caractérisation de
la fonction des composants des plages

sous-aortiques dans la formation des
CSH, pourraient déboucher sur Iidentifi-
cation de signaux impliqués dans la diffé-
renciation de cellules mésodermiques en
dérivés hématopoiétiques. Ces connais-
sances seront fondamentales pour la
manipulation des cellules souches
embryonnaires dans leur différenciation
vers la voie hématopoiétique. ¢

A new model for intra-embryonic

hematopoietic stem cell generation
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entre le motoneurone et
la fibre musculaire sont
nécessaires a la coordi-
nation de la différencia-
tion pré- et postsynap-
tique.

La formation de I’appareil
postsynaptique requiert,
outre le récepteur de

> Les jonctions neuromusculaires s’éta-
blissent a la suite d’interactions com-
plexes entre les terminaisons axonales
des motoneurones, les fibres muscu-
laires et les cellules de Schwann. La
genese de la jonction neuromusculaire
culmine avec la formation de deux
domaines spécialisés du nerf et du
muscle, la terminaison présynaptique
impliquée dans la libération de I"acétyl-
choline (ACh), et I'appareil postsynap-
tique responsable de la reconnaissance

M/Sn® 5, vol. 21, mai 2005
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de I’ACh et de la dépolarisation de la
membrane. La membrane postsynap-
tique assure ces fonctions sur la base
d’une accumulation de récepteurs de
I’ACh. LUefficacité de
synaptique est renforcée par la juxtapo-
sition précise des sites de libération de
I’ACh (les zones actives présynaptiques)
et des récepteurs postsynaptiques qui
assure leur activation rapide (de I’ordre

la transmission

de la microseconde). Une telle organisa-
tion suggere que des mécanismes com-

I’ACh, au minimum trois
composants : I’agrine, un héparane sul-
fate protéoglycane sécrété par le nerf,
un récepteur tyrosine kinase spécifique
du muscle (MuSK), la piece centrale du
complexe récepteur de I'agrine, et la
rapsyne, une protéine extrinseque
nécessaire a I'agrégation du récepteur
de I’ACh [1]. Uactivation de MuSK (par
phosphorylation de tyrosines) par
I’agrine déclenche en aval une cascade
d’événements aboutissant au recrute-

ment du récepteur de I’ACh via la rap-

http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2005215467
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syne. Linvalidation chez la souris des
génes codant pour chacun de ces trois
composants entraine des perturbations
majeures de la synaptogenése, notam-
ment I"absence de différenciation post-
synaptique [2]. La jonction neuromus-
culaire comprend aussi une spécialisa-
tion du cytosquelette et des noyaux
sous-neuraux encore appelés noyaux
fondamentaux. Certains genes muscu-
laires tels que les génes codant pour les
sous-unités du récepteur de I’ACh sont
transcrits préférentiellement par ces
noyaux sous-neuraux, entrainant une
concentration locale des messagers cor-
respondants [3]. Deux facteurs exprimés
dans les motoneurones et libérés dans
I’espace synaptique, la
(NRG)-1 et I’agrine sont susceptibles
d’étre impliqués dans ce processus. Dans

neuréguline

les myotubes en culture, I'activation des
récepteurs ErbB (RTK de la famille du
récepteur de I'epidermal growth factor)
par la NRG stimule la transcription des
génes des sous-unités o, det € du
récepteur de I’Ach et celle d’autres genes
codant pour des protéines synaptiques
(utrophine, rapsyne...) via les voies de la
MAP-kinase (ERK), c-Jun kinase (JNK) et
de la phosphatidyl inositol-3 kinase
(PI3K). Ces voies phosphorylent en aval
le facteur de transcription GA-binding
protein (GABP) qui se fixe sur une
séquence spécifique des
génes synaptiques, la boite N.
Cependant, le role de la NRG neuronale

régulatrice

dans I'activation des genes codant pour
le récepteur de I’ACh reste a démontrer in
vivo. €n revanche, 'activation MuSK in
vivo est suffisante pourinduire la forma-
tion d’un appareil postsynaptique ecto-
pique incluant la transcription compar-
timentée des génes codant pour les
récepteurs de ’ACh en I’absence de ter-
minaison nerveuse, donc de NRG neuro-
nale [4].

La recherche des partenaires de MuSK
impliqués dans I’agrégation des pro-
téines synaptiques, ou dans la transcrip-
tion de ces génes, est une étape indis-
pensable pour comprendre les méca-
nismes de la différenciation de la jonc-
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tion neuromusculaire. Les recherches
menées par différentes équipes ont
conduit a la découverte de I’adaptateur
dishevelled (DvIl) [5],
d’une molécule de signalisation, la tyro-

sine kinase Abelson [6], et de la géra-

moléculaire

nylgéranyltransférase | [7]. Ces diffé-
rentes molécules jouent un role clé dans
le recrutement du récepteur de I’ACh en
participant a la réorganisation du réseau
d’actine cortical via les petites GTPases
de la famille Rho (Rac/Cdc 42) et la
PAK1. Ces
GTPases, requises dans le mécanisme

sérine/thréonine  kinase
d’agrégation du récepteur de I’ACh [6],
activent également la transcription
synaptique en stimulant la voie JNK en
aval du complexe Agrine/MuSK [9].

Au sein de notre équipe, nous avons
recherché les différents composants du
complexe MuSK par une approche pro-
téomique fondée sur le pontage chi-

mique de MuSK a ses partenaires dans
son  environnement  membranaire
(membrane postsynaptique purifiée a
partir des organes électriques du pois-
son torpille). Les complexes de MuSK
solubilisés ont ensuite été purifiés par
immunoaffinité. Aprés séparation, les
produits de pontage de MuSK ont été
analysés par spectrométrie de masse
MALDI-TOF. Parmi plusieurs partenaires
potentiels de MuSK, nous avons identi-
fié la protéine 14-3-3 vy [10]. Les pro-
téines 14-3-3 constituent une famille
émergente d’adaptateurs moléculaires
impliqués dans de nombreux processus
de signalisation cellulaire [11]. Elles
fonctionnent en interagissant avec de
nombreuses cibles moléculaires (plus
de 100 sont aujourd’hui connues). La
protéine 14-3-3 7, isoforme
exprimée dans le muscle, est co-locali-
sée avec les récepteurs de I’ACh a la

seule
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Figure 1. Le complexe MuSK/14-3-3 'y a la jonction neuromusculaire. La protéine 14-3-3yinhibe

la transcription des genes synaptiques en interférant avec la voie de signalisation NRG/ErbB, en

bloquant la protéine Raf-1 dans une conformation inactive. Cette inhibition empéche I'activa-

tion de la voie €RK, la phosphorylation de la GA-binding protein (GABP) et sa fixation sur la bofte

N (N) des promoteurs des génes synaptiques. La 14-3-3y étant active sous forme dimérique, les

sites respectifs d’interaction avec MuSK ou Raf-1 sont probablement portés par chaque mono-

meére. La voie de la phosphatidyl inositol-3 phosphate kinase n’est pas représentée. Ach : acé-

tylcholine ; € : boite €, site de fixation des facteurs de transcription myogéniques (MyoD...) ;

RACh : récepteur de 'acétylcholine.



jonction neuromusculaire. €n collabo-
ration avec les équipes de Laurent
Schaeffer (ENS, Lyon, France) et de
Jean-Pierre (Institut
Pasteur, Paris, France), nous avons
montré que la surexpression de la 14-

Changeux

3-3ydans des myotubes en culture ou
dans les fibres musculaires in vivo
réprime spécifiquement I’expression de
plusieurs génes synaptiques [10]. De
plus, aprés électroporation in vivo de
la 14-3-3 ydans les muscles de souris,
la distribution des agrégats de récep-
teur de I’ACh dans la membrane postsy-
naptique est anormale. Parmi les cibles
connues des protéines 14-3-3, se trou-
vent deux effecteurs de la voie
NRG/ErbB, la PI3K et Raf-1, une kinase
de la voie ERK. Nous avons mis en évi-
dence le fait que la surexpression de la
14-3-3 v inhibe la transcription des
geénes rapporteurs synaptiques, induite
par PI3K ou Raf-1 constitutivement
actifs, dans les myotubes en culture
[10].
indique que le complexe MuSK/14-3-3

L'ensemble de ces résultats
Y régule I"expression des génes synap-
tiques a la jonction neuromusculaire
(Figure 1). Cette découverte renforce

I’hypothése selon laquelle MuSK est
I’élément central dans la formation et
le maintien de la synapse, responsable
a la fois de la localisation des pro-
téines de la membrane postsynaptique
et de la régulation de I’expression des
genes synaptiques. Dans cette hypo-
thése, la 14-3-3 7y serait le lien entre
MuSK et la cascade de signalisation
NRG/ErbB, cela suggérant la possibilité
d’un dialogue entre les voies activées
par la NRG et Iagrine (Figure 2).
Restent a découvrir les mécanismes de
régulation de I’interaction MuSK/14-3-
3 v. Le domaine cytoplasmique de
MuSK, comme beaucoup de ligands des
14-3-3, posséde
séquences consensus de liaison
(RSxSxP et Rx;_,Sx,_3S) qui contiennent
des résidus sérine. La phosphorylation

protéines deux

d’au moins un de ces résidus est néces-
saire @ la liaison de la 14-3-3 a ses
ligands. On peut donc imaginer que des
signaux différents de I’agrine contrd-
lent ’interaction MuSK-14-3-3 7. ¢
14-3-3 ¥, a novel partner

of MuSK downregulates synaptic gene
transcription at the neuromuscular
junction

ErbB a n‘ # II Musk

#—

Transcription des
genes synaptiques

Musk

@
14-34

Figure 2. Dialogue entre les voies de signalisation de MuSK et ErbB. Le recrutement de la 14-3-3
Y par MuSK positionnerait cette derniere prés de la membrane ou elle serait susceptible d’inac-
tiver Raf-1, un effecteur de la voie ERK stimulé par NRG/ErbB. La phosphorylation de sérines pré-
sentes dans les sites consensus de liaison de la 14-3-3 du domaine cytoplasmique de MuSK,
serait induite par un signal encore non identifié, mais différent de I'agrine. Les astérisques
blanches dans le domaine cytoplasmique de MuSK indiquent les sérines potentiellement phos-
phorylées. Dans le cartouche sont détaillées les deux séquences consensus de liaison de la 14-3-

37y du domaine cytoplasmique de MuSK.
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