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Signalisation intercellulaire
par le réecepteur Notch:
conservation

de la drosophile

aux mammiferes

Au cours du développement embryonnaire des organismes
multicellulaires complexes, un mécanisme nommé inhibi-
tion ou spécification latérale permet de contrdler dans
I’espace et le temps la capacité des cellules de répondre a
des signaux de différenciation. On a récemment mis a
jour certains éléments des voies de transmission du signal
par le récepteur Notch qui controle la différenciation de
nombreux types cellulaires; par exemple, au cours de la
neurogenese chez la drosophile, I’activation du récepteur
Notch stimule la transcription de genes cibles et inhibe la
différenciation, réglant ainsi le nombre de précurseurs
neuroectodermiques qui choisiront un destin neuronal. La
protéine Su(H), impliquée dans I’activité de transmission
de ce signal, semble capable de s’associer a la région intra-
cellulaire de Notch. C’est un facteur de transcription qui
se lie a certaines séquences localisées dans les promoteurs
de plusieurs des genes cibles de Notch. La voie de signali-
sation de Notch semble conservée chez les mammiferes.

tructifs » car ils déterminent le deve-
nir de la cellule réceptrice. Des
études effectuées chez le nématode
et la drosophile ont permis d’identi-
fier un second type de signal, appelé
inhibition latérale ou spécification la-
térale [1, 2]. Ces signaux ne sem-
blent pas avoir de valeur
«instructive », dans la mesure ou ils
ne conféerent pas une identité cellu-

u cours du développe-
ment embryonnaire, le
destin d’une cellule est
déterminé par son lignage
et son environnement.
Ainsi, de nombreux signaux extracel-
lulaires reglent la capacité des cel-
lules qui les recoivent de se diviser,
de migrer ou encore de se différen-
cier en un type cellulaire donné. La
plupart de ces signaux sont dits «ins-

laire particuliére, mais servent plutot m——
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a établir et stabiliser une différence
de destinée au sein d’une population
de cellules équipotentes. Nous résu-
merons tout d’abord les données re-
latives au role et au mécanisme de
transduction des signaux d’inhibition
latérale au cours du développement
des invertébrés, puis nous présente-
rons les résultats obtenus chez les
mammiféres qui suggeérent une
conservation a la fois structurale et
fonctionnelle du mécanisme d’inhi-
bition latérale.

Un exemple d’inhibition
latérale chez le nématode

L’inhibition latérale est un processus
dynamique par lequel des cellules ad-
jacentes équipotentes établissent de
maniere stable, par I’échange réci-
proque de signaux inhibiteurs, une
différence d’identité. L’exemple le
plus simple, et 'un des mieux étu-
diés, est donné par la détermination
de la cellule ancre chez le nématode
[1] (figure 1). Deux cellules voisines,
dénotées Z1.ppp et Z4.aaa, adoptent
de maniere équiprobable la destinée
soit de cellule ancre (AC), soit de cel-
lule précurseur de la vulve (VU):
dans 50 % des individus, Z1.ppp de-
vient «AC» et Z4.aaa «VU », et dans
les 50 % autres, c’est I'inverse. En re-
vanche, si I'une quelconque des cel-
lules Z1.ppp ou Z4.aaa est éliminée
expérimentalement, la cellule restan-
te devient toujours «AC». Cette ob-
servation suggere qu’un signal inhibi-
teur émis par la future cellule «AC»
empéche sa voisine d’adopter la
méme destinée. Des données géné-
tiques et moléculaires indiquent que
les produits des génes Lin-12 et Lag-2
agissent respectivement comme ré-
cepteur et ligand lors de la transmis-
sion de ce signal d’inhibition latéra-
le. Ces genes sont exprimés tous
deux dans les cellules Zl.ppp et
Z4.aaa avant leur détermination. La
synthese du récepteur Lin-12 est pro-
gressivement restreinte a la cellule
«VU» (qui recoit le signal inhibi-
teur) et celle du ligand Lag-2 a la cel-
lule «AC» (qui émet le signal inhibi-
teur). Comment s’établit cette
différence d’expression et de desti-
née? Il a été récemment montré que
Pactivation du récepteur Lin-12 a la
surface cellulaire stimule la transcrip-
tion du gene Lin-12 [3]. Ainsi, la cel-
lule qui recoit initialement un peu

Signalisation latérale chez
C. elegans :
la décision "AC/VU"

l Inhibition mutuelle

l

[ Inhibition unilatérale

50 %

Lag-12* Lin-12*
IIACII IIVUII

50 %

Lin-12* Lag-12*
|IVU|I IIACII

Figure 1. Exemple de signalisation
latérale: la décision AC/VU chez C.
elegans. Deux cellules voisines,
Z1.ppp et Z4.aaa ont, au départ, une
chance identique de devenir cellule
ancre AC ou cellule de la vulve VU.
Les produits de deux génes Lin-12 et
Lag-2 agissent respectivement com-
me récepteur et ligand lors de la
transmission d’un signal d’inhibition
latérale et sont synthétisés tous deux
dans les cellules Z1.ppp et Z4.aaa
avant leur détermination; puis la
synthése du récepteur Lin-12 va pro-
gressivement se restreindre a la cel-
lule VU et celle du ligand Lag-2 a la
cellule AC. Cette différence d’expres-
sion, autoamplifiée, est liée au fait
que l'activation du récepteur Lin-12 a
la surface de la cellule stimule la
transcription du géne Lin-12.

plus de signal inhibiteur voit sa capa-
cité de recevoir le signal augmentée.
Ce mécanisme d’autorégulation per-
met d’amplifier une différence initia-
le faible et aléatoire entre Z1.ppp et
Z4.aaa pour aboutir a une différence
irréversible entre une cellule «AC»
inhibitrice et une cellule «VU» ré-
ceptrice. Dans cet exemple, I'inhibi-
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tion latérale permet d’établir et de
maintenir une différence d’identité
entre deux cellules équipotentes.

Transduction du signal
d’inhibition latérale
chez la drosophile

Structure et fonction du récepteur
Notch

Lin-12 est un membre distant de la
famille des récepteurs transmembra-
naires de type Notch [4] (figure 2). La
protéine Notch de drosophile est
une protéine d’a peu pres 300 kDa,
constituée de 36 répétitions du motif
EGF (epidermal growth factor) et 3 répé-
titions du type Notch/Linl2, riches
en cystéines, dans la partie extracel-
lulaire, un domaine transmembranai-
re et une large région intracellulaire
comportant 6 répétitions de type an-

Répétitions EGF

4 psL

Répétitions §
Lin12/Notch

Delta
(Drosophile/vertébrés)

Répétitions
cdc 10/ankyrines

Notch
(Drosophile/vertébrés)

kyrine (figure 2). Lag-2 appartient a
une autre famille de protéines trans-
membranaires, la famille DSL (Delta-
Serrate-Lag-2). Delta et Serrate sont
deux protéines de drosophile ca-
pables d’interagir avec Notch dans
I’espace extracellulaire. Il apparait
donc que la structure de la molécule-
signal et celle du récepteur ont été
conservées entre le nématode et la
drosophile.

Le role de Notch chez la drosophile
a été particulierement étudié lors de
la formation du syst¢éme nerveux [5,
6]. Au cours de la neurogeneése chez
Iembryon, un territoire composé
d’environ 2000 cellules, le neuroec-
toderme, donne naissance a environ
500 précurseurs du systéme nerveux
central, les neuroblastes, et 1500 pré-
curseurs de 'épiderme larvaire, les
dermoblastes. Les cellules du neu-
roectoderme se voient conférer la ca-

Figure 2. Structure schématique des
récepteurs Notch et de leurs ligands.
La protéine Notch (la molécule de
drosophile est représentée ici)
contient 36 répétitions EGF ainsi que
3répétitions Lin-12/Notch dans la
partie extracellulaire, et 6 répétitions
cdc10/ankyrine dans sa partie intra-
cellulaire. La protéine Notch-1 isolée
chez I’lhomme, le rat et la souris, pos-
sede également 36 répétitions EGF.
Les protéines homologues de C. ele-
gans, Glp-1 and Lin-12, sont légére-
ment plus divergentes et présentent
respectivement 11 et 14 répétitions
EGF. La protéine Delta de drosophile
est formée d’une courte région intra-
cellulaire dont la fonction est incon-
nue et, dans sa partie extracellulaire,
de 9 répétitions EGF et d’un domaine
N-terminal appelé DSL (pour Delta-
Serrate-Lag-2) responsable de l'inter-
action avec Notch. Les protéines Del-
ta de xénope, poulet et souris,
contiennent 8répétitions EGF. La
protéine Serrate de drosophile com-
porte 14 répétitions EGF, dont 3 sont
interrompues par des insertions;
I’'homologue probable chez le rat,
Jagged, comporte 16répétitions
EGF. Comme pour Notch, les pro-
téines de C. elegans (Apx-1 et Lag-2)
sont plus divergentes et il est difficile
de les classer comme des homo-
logues de Delta ou de Serrate. Chez
la drosophile, les répétitions EGF 11
et 12 de Notch sont responsables de
I'interaction avec Delta et Serrate.
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pacité de se différencier en neuro-
blaste par I'expression d’une classe
de geénes appelés génes proneuraux.
Les principaux génes proneuraux ap-
partiennent au complexe achaete-scute
et codent pour des facteurs de trans-
cription. Des groupes de 5 a 6cel-
lules expriment de maniére transitoi-
re ces genes. Au sein de ce groupe de
cellules équipotentes, appelé groupe
proneural, une seule cellule donnera
naissance a un neuroblaste. Les
autres cellules du groupe proneural
restent indifférenciées et pourront
faire partie un peu plus tard d’un se-
cond groupe proneural. Ainsi, il
semble que toutes les cellules du neu-
roectoderme peuvent adopter I'une
ou l'autre de ces deux destinées cel-
lulaires, selon une séquence spatio-
temporelle complexe résultant du
profil d’expression des genes pro-
neuraux dans le neuroectoderme.
L’établissement d’une distinction
stable entre neuroblaste et dermo-
blaste requiert I'activation de Notch
par Delta. Dans un embryon mutant
pour Notch ou pour Delta, toutes les
cellules du neuro-ectoderme se diffé-
rencient en neuroblaste. Cela sugge-
re que l'activation de Notch par Del-
ta empéche les cellules du
neuroectoderme de se différencier
en neuroblaste. Les cellules dont le
récepteur Notch est activé restent
alors insérées au sein du neuroecto-
derme, se divisent et conservent leur
caractere pluripotent. Ainsi, la fonc-
tion de Notch chez la drosophile se-
rait de bloquer la différenciation cel-
lulaire et de maintenir la capacité des
cellules recevant le signal transmis
par Notch de recevoir ultérieure-
ment d’autres signaux de différencia-
tion [7]. L’inhibition latérale permet
donc de régler dans l'espace et le
temps la capacité des cellules de ré-
pondre a des signaux de différencia-
tion. Chez la drosophile, ce mécanis-
me d’inhibition latérale relayé par
Notch contrdle la différenciation de
tres nombreux types cellulaires tout
au long du développement (tels que
les cellules précurseurs des muscles
larvaires, les cellules de [D'intestin
moyen, du systéme nerveux périphé-
rique, de Dceil composé, de la
chambre ovarienne...).

L’analyse génétique de la formation
du systeme nerveux a permis une dis-
section moléculaire du signal d’inhi-
bition latérale. Cette analyse a porté,

d’une part, sur les rapports entre
structure et fonction du récepteur
Notch, d’autre part, sur les diffé-
rentes protéines impliquées dans la
transmission intracellulaire du signal
d’activation du récepteur. L’analyse
fonctionnelle des différents do-
maines de Notch est en cours d’étu-
de dans plusieurs laboratoires [8].
Ces études reposent sur la réalisation
de molécules Notch dont certaines
régions spécifiques ont été délétées
et sur I'analyse de l'activité de ces
molécules in vivo apres transgenese.
Deux classes de constructions se sont
avérées particulierement instructives.
Tout d’abord, les versions de Notch
dont le domaine intracellulaire a été
délété (c’est-a-dire conservant la par-
tie extracellulaire du récepteur ainsi
que le domaine transmembranaire)
se comportent généralement de ma-
niére «dominante négative». En
d’autres termes, I’expression de cette
classe de molécules dans un embryon
ou une mouche sauvage conduit a
des anomalies identiques a celles ob-
servées lorsque I'activité de Notch est
réduite, incluant, entre autres, une
hypertrophie du systtme nerveux.
Cela suggere que ces molécules sont
capables d’interférer avec la fonction
du récepteur Notch endogéne, pro-
bablement en fixant le ligand Delta
sans pour autant activer la voie de si-
gnalisation Notch. L’expression de
ces molécules limiterait ainsi la quan-
tité de ligand disponible pour une in-
teraction avec les récepteurs Notch
endogenes. Ce test d’activité domi-
nante négative permet alors de défi-
nir au sein du domaine intracellulai-
re la région nécessaire a ’activation
de la voie de signalisation Notch.
Une analyse par délétion de cette ré-
gion (longue d’environ 1000 acides
aminés) indique que les répétitions
du motif ankyrine sont nécessaires
pour cet effet dominant négatif. Il est
important de noter que, selon les
études, d’autres domaines intracellu-
laires de Notch semblent nécessaires
a la transmission du signal (voir [9,
10], par exemple). La seconde classe
de constructions correspond a des
versions de Notch dont la partie ex-
tracellulaire a été délétée, et qui
conservent, ou non, le domaine
transmembranaire. Ces molécules
sont dites «dominantes actives» car
leur expression confére des phéno-
types d’activation constitutive de la

m/s n°2, vol. 12, février 96



voie de signalisation Notch. Par
exemple, Iexpression de telles
formes tronquées bloque la délami-
nation et la détermination des neuro-
blastes. Il en résulte une hypotrophie
du systeme nerveux. L’analyse fonc-
tionnelle de ces versions tronquées
de Notch indique a nouveau que la
partie intracellulaire de ce récepteur,
avec ses répétitions du motif ankyri-
ne, est suffisante pour constituer une
molécule Notch activée [8]. Ainsi,
Notch peut étre activé, soit par la liai-
son de son ligand Delta, soit de ma-
niéere artificielle en délétant son do-
maine extracellulaire. On en déduit
que la liaison de Delta a Notch leve-
rait I'inhibition que fait normale-
ment peser le domaine extracellulai-
re sur lactivit¢ intrinseque du
domaine intracellulaire. Les répéti-
tions du domaine ankyrine pour-
raient former 1'ossature d’une surfa-
ce d’interaction protéine-protéine.
Cela suggére que I'activation initiale
du récepteur Notch au niveau de la
membrane plasmique pourrait étre
relayée par une (ou plusieurs) protéi-
ne(s) se liant a ces répétitions.

Role de Suppressor of Hairless dans
la voie de signalisation Notch

Deux protéines ont été identifiées a
ce jour qui interagissent directement
avec les répétitions du motif ankyrine
de Notch (en test double hybride
chez la levure et par co-localisation
dans des cellules transfectées): une
protéine cytoplasmique, Deltex, iden-
tifiée du fait des interactions géné-
tiques entre deltex et Notch, qui sem-
blent jouer un ro6le facilitateur
encore mal défini lors de la transduc-
tion du signal transmis par Notch
[11]; et Suppressor of Hairless
[Su(H)] [12]. Un grand nombre de
données génétiques et moléculaires
indiquent que Su(H) joue un role
central dans la transduction du signal
transmis par Notch. Tout d’abord, la
mutation du géne Su(H) entraine des
anomalies de développement iden-
tiques a celles observées dans un mu-
tant Noitch. En particulier, Su(H) est
requis pour la formation du systéme
nerveux de la larve (au cours de
Iembryogenese) et de I'adulte (lors
de la métamorphose) [13-15]. Dans
un embryon mutant pour Su(H),
toutes les cellules du neuroectoder-
me se différencient en neuroblaste. Il
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en résulte une hypertrophie du syste-
me nerveux. Réciproquement, la sur-
expression de Su(H) conduit a un
phénotype de méme type que celui
di a Dlactivation déréglée de Notch
[16]. De plus, lors de la formation
des organes sensoriels, 'activité du
géne Su(H) est requise dans les cel-
lules qui recoivent le signal d’inhibi-
tion (plutdét que dans celles qui le
produisent), indiquant que Su(H)
participe a la transmission de ce si-
gnal (plutdt qu’a la production du si-
gnal lui-méme) [14]. Enfin, les inter-
actions génétiques détectées entre
Su(H) et Notch suggerent que Su(H)
participe de maniere directe a la voie
de transmission du signal Notch [12,
17].

Sur le plan moléculaire, la protéine
Su(H) est un facteur de transcription
se liant aux séquences régulatrices de
plusieurs génes dont ’expression est
induite en réponse a l’activation du
récepteur Notch: c’est le cas des
geénes du complexe Enhancer of split
[E(spl)] lors de la neurogenese [13,
18]. Ce complexe génétique est com-
posé de huit geénes fonctionnelle-
ment redondants et exprimés de ma-
niere semblable dans I’embryon lors
de la formation du systéme nerveux.
Sept de ces génes codent pour des
protéines se liant a 'ADN de la fa-
mille hélice-boucle-hélice (HLH), du
nom de la structure du motif de liai-
son a 'ADN. Ces protéines E(spl)
semblent intervenir de deux facons
complémentaires pour réprimer la
transcription des génes proneuraux
achaete-scute qui gouvernent la diffé-
renciation neurale: d’une part, elles
se lieraient aux séquences régula-
trices de ces genes et y recruteraient,
par interaction protéine-protéine di-
recte, un répresseur de la transcrip-
tion appelé Groucho; d’autre part,
ces protéines E(spl) seraient capables
de se lier aux facteurs de transcrip-
tion, également de la famille hélice-
boucle-hélice, codés par ces genes
proneuraux pour bloquer leur activi-
té de liaison a ’ADN.

Su(H) est en outre la cible de I’activi-
té du gene Hairless qui, génétique-
ment, se comporte comme un inhibi-
teur spécifique de la transduction du
signal transmis par Notch. En effet, la
protéine Hairless est capable de se
lier in vitro a la protéine Su(H), I'em-
péchant ainsi de se fixer a 'ADN et
donc de régler la transcription des

genes cibles de Su(H) et du signal
transmis par Notch [19]. Ces don-
nées suggerent un modeéle linéaire
simple (figure 3): I'activation du ré-
cepteur Notch par Delta «active» le
facteur de transcription Su(H) qui
stimule la transcription des génes-
cibles du signal transmis par Notch.
Ce modéle moléculaire ne précise
pas comment Notch «activerait»
Su(H) (voir les deux modeles décrits
ci-dessous, figure 3).

L’interaction entre une protéine trans-
membranaire et un facteur de trans-
cription nucléaire pose évidemment la
question du compartiment cellulaire
ou a lieu cette interaction. Cette ques-
tion centrale n’a pas encore été tran-
chée. Une possibilité est que Su(H)
interagisse avec le domaine intracellu-
laire de Notch dans le compartiment
sous-membranaire. Cette hypothese
est en accord avec les résultats d’expé-
riences de transfection cellulaire
montrant que Su(H) est co-localisé
avec Notch dans le cytoplasme en I’ab-
sence du ligand Delta [12]. En re-
vanche, 'activation de Notch par Del-
ta semble empécher l'interaction
entre Su(H) et Notch a I'intérieur de
la cellule, entrainant la localisation de
Su(H) dans le noyau [12]. A la diffé-
rence de Su(H), deltex semble recru-
té par Notch (en interagissant avec ces
mémes répétitions ankyrines) lorsque
Delta se lie a Notch a I'extérieur de la
cellule [11]. En accord avec ces don-
nées, il a été montré que la liaison de
Su(H) a Notch exclut celle de deltex a
Notch [11]. Ces données suggerent le
modeéle suivant [4]: Su(H) serait lié
au récepteur Notch non activé. L’acti-
vation de Notch par Delta entrainerait
la libération de Su(H) et la liaison de
deltex a Notch. Su(H) serait alors im-
porté dans le noyau ou il activerait la
transcription des génes du complexe
E(spl), cibles génomiques du signal
transmis par Notch. Dans ce modéle,
la translocation nucléaire de Su(H)
est ainsi I’événement central de cette
voie de signalisation. Il sera donc im-
portant de déterminer avec précision
la localisation sub-cellulaire de Su(H)
in vivo lors de la neurogenése, afin
d’identifier d’éventuels changements
de localisation nucléo-cytoplasmique
lors de la transduction du signal trans-
mis par Notch.

On peut également envisager que
I'interaction entre Su(H) et le do-

maine intracellulaire de Notch ait m—
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A < Modele "importation nucléaire" :

Translocation nucléaire et "activation"
de Suppressor of Hairless

Delta

Génes Enhancer of split

[

B - Modele "coupure/libération du coactiveur" :

Clivage protéolytique
et transport nucléaire de N

Delta

Notch

Geénes Enhancer of split

[

Figure 3. Deux modéles d’activation de la transcription a la suite de l'inter-
action de Notch avec son ligand Delta. Deux modeéles peuvent rendre comp-
te de I'activation de la transcription résultant de I’activation de Notch. A. La
protéine Suppressor of Hairless, Su(H), liée au domaine cytoplasmique de
Notch non activé, est libérée de cette interaction aprées activation de Notch et
transférée dans le noyau ou elle peut exercer son réle de facteur de trans-
cription des genes du complexe E(spl), les cibles génomiques du signal
transmis par Notch. B. La protéine Su(H) est localisée dans le noyau et le do-
maine cytoplasmique de Notch, mari par protéolyse lors de I’activation du
récepteur Notch, I'y rejoint; la elle «active » les propriétés pro-transcription-
nelles de Su(H).

discutée ci-dessous. Toutefois, in vivo,
les molécules
Notch endogenes ne sont détectées
qu’a la membrane et dans des vési-
cules cytoplasmiques [4].

lieu dans le noyau. Cette hypothese,
qui implique la production du do-
maine intracellulaire de Notch par
clivage protéolytique, découle notam-
ment de données obtenues récem-
ment chez les mammifeéres (voir ci-
dessous), ainsi que de l’observation
de la localisation nucléaire des ver-

La voie de signalisation
Notch-Su(H)

sions dominantes actives de Notch
dont la partie extracellulaire et le do-
maine transmembranaire ont été dé-
1étés. En outre, I’analyse par la tech-
nique de Western blot des différents
polypeptides reconnus par un anti-
corps dirigé contre la partie intracellu-
laire du récepteur suggere que Notch
est mri pour donner naissance a un
polypeptide d’environ 100kDa. Enfin,
la séquence des signaux de localisa-
tion nucléaire présents dans la partie
intracellulaire de Notch a été conser-
vée au cours de ’évolution. La fonc-
tion éventuelle du fragment intracel-
lulaire de Notch dans le noyau est

chez les mammiferes

Les informations concernant la fonc-
tion de Notch chez les mammiféres sont
relativement peu abondantes et fondées
essentiellement sur le profil d’expres-
sion au cours du développement em-
bryonnaire des différents récepteurs
Notch et de leur ligands présumés, sur
quelques données fonctionnelles obte-
nues dans des systtmes cellulaires ex
vivo ou par injection chez le xénope, et
sur les données génétiques prélimi-
naires provenant de I’étude de souris
mutées pour Notch-1 et Su(H). En
outre, un certain nombre de données
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concernant la fonction de la protéine
Su(H) ont été obtenues chez 'homme
dans un contexte indépendant de la
cascade Notch.

Les protéines Notch chez les
mammiferes

Trois geénes Notch ont été clonés chez
les mammifeéres (Notch 1, 2 et 3) [20-
23]. La structure des trois protéines
pour lesquelles ces génes codent est
identique a celle de la protéine de
drosophile. Les profils d’expression
de ces génes au cours du développe-
ment sont distincts, suggérant des acti-
vités non redondantes. Le profil d’ex-
pression de Notch I murin, qui a été le
plus étudié, indique un rdle probable
dans la formation du mésoderme, des
somites et du systéme nerveux.
L’ARNm de Notch 1 est détecté dans le
mésoderme dés le jour 7,5 du dévelop-
pement embryonnaire ; a 9,5 jours, le
site majeur d’expression est le neuroé-
pithélium, ainsi que les tissus dérivés
de la créte neurale. Une source d’in-
formations supplémentaire résulte de
I'inactivation par recombinaison ho-
mologue du gene Notch 1 murin [24,
25] : les embryons présentant une in-
activation des deux alleles de Notch I
se développent normalement
jusqu’au jour 9, mais meurent au jour
10. Une analyse histologique des em-
bryons indique une importante mort
cellulaire, plus spécialement dans les
régions du systeme nerveux central et
périphérique.

L’ensemble de ces observations n’ap-
porte guere d’informations concer-
nant la fonction de Notch chez les
mammiféres. En revanche, 1'utilisa-
tion de lignées cellulaires qui permet
d’induire la différenciation vers un
type tissulaire donné a apporté des
résultats qui sont plutét en accord
avec ce qu’on connait de la fonction
de Notch chez la drosophile. L’intro-
duction dans des myoblastes C2 d’un
mutant de Notch-1 contenant uni-
quement la région intracellulaire
(qui se comporte chez la drosophile
comme une forme constitutivement
active de Notch) bloque leur diffé-
renciation en myotubes [26]. Dans
des cellules de tératocarcinome P19,
Iintroduction de cette méme forme
de Notch-1 bloque la différenciation
en neurones ou en muscle, mais pas
en cellules gliales [27]. Chez le xéno-
pe, la production d’une forme acti-
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vée de facon constitutive de XNotch
cause la perte des structures dorsales
de méme qu’une hypertrophie neu-
rale et mésodermique [28]. Ces phé-
notypes suggerent que la forme acti-
vée de XNotch bloque ou retarde la
différenciation de ces cellules, et les
maintient dans un état prolifératif.
Ces données sont a rapprocher du
fait que Notch 1 a été cloné chez
I’homme en tant qu’oncogene [29],
de méme que chez la souris un autre
membre plus distant de la famille,
int-3. Dans les deux cas I'expression
non controlée d’'un ARN messager
codant pour la région intracellulaire
de la molécule semble interférer avec
la différenciation cellulaire normale
et provoquer un phénotype transfor-
mé. Plus récemment il a été montré
que la surreprésentation a la surface
de fibroblastes de souris d’un ligand
potentiel de Notch, Jagged (ana-
logue probable du ligand Serrate de
drosophile) bloque la différenciation
de myoblastes C2 transfectés par
Notch 1 et mis en contact avec ces fi-
broblastes [30]. Ces divers résultats
semblent indiquer que chez les mam-
miféres, Notch joue un role d’inhibi-
teur de différenciation activé par un
signal extracellulaire, une situation
identique a ce qui a été postulé chez
la drosophile.

La protéine Su(H) chez les
mammiferes

L’orthologue de Su(H) chez les mam-
miféres a été cloné par plusieurs
groupes dans des conditions tres dif-
férentes, et indépendantes de la voie
de signalisation Notch. Le groupe de
T. Honjo a purifié en 1989 une pro-
téine de 55-60 kD se liant a un site
contenant la séquence GTGGGAA, et
a cloné le gene correspondant appe-
1é RBP-k [31, 32]. Parallélement,
I’'un de nous a cloné ’ADNc codant
pour une protéine se liant aux sites
de fixation du facteur de transcrip-
tion NF-kB [33]. Nous avons nommé
cette protéine KBF2 et avons déter-
miné qu’elle se fixait a un demi-site
NF-KB, qui représente une séquence
compatible avec le consensus GTGG-
GAA. Cette protéine semble dépour-
vue d’activité transcriptionnelle. La
question de savoir si la fixation de
KBF2 aux sites NFKB a une réelle si-
gnification physiologique n’a tou-
jours pas recu de réponse nette. Fina-

lement divers groupes étudiant le
mode d’action de la protéine EBNA2,
qui est un activateur transcriptionnel
codé par le virus d’Epstein-Barr
(EBV) et ne se liant pas a ’ADN, ont
montré que la protéine KBF2/RBP-JK
servait de point d’ancrage a 'ADN
pour EBNA2, lui permettant ainsi
d’activer ses genes cibles [34-36]. Des
données récentes utilisant une pro-
téine de fusion entre Su(H) et le do-
maine de liaison a 'ADN de Gal4
suggerent que la protéine Su(H) agit
comme un répresseur transcription-
nel, sans doute a travers le recrute-
ment d'un co-répresseur. La protéine
EBNAZ2 agirait de deux maniéres:
d’une part, en déplacant le co-répres-
seur (ce qui explique I'activité d’une
molécule EBNA2 dépourvue de do-
maine d’activation) et, d’autre part,
en fournissant un domaine d’activa-
tion transcriptionnelle [37].

La protéine Su(H) et la transduction
du signal transmis par Notch

Chez les mammiferes, en plus des ho-
mologues déja cités de Notch, Su(H)
et Serrate (codant pour la molécule
Jagged citée plus haut), on connait
des homologues potentiels du geéne
Delta, des geénes du complexe E(spl),
appelés HES-1, 2 et 5 [38], des genes
proneuraux achaete-scute  (appelés
Mash-1 et -2; [39]), ainsi que du gene
deltex (S. ArtavanisTsakonas, commu-
nication personnelle), mais aucun
homologue du géne Hairless.

Des résultats récents suggérent un mo-
dele permettant d’expliquer I’activa-
tion transcriptionnelle de certains
genes cibles par les formes constituti-
vement actives de Notch et un méca-
nisme d’activation de la cascade Notch
induite par la fixation de son ligand.
Le groupe de R. Kopan (Seattle, WA,
USA) a observé que certains mutants
de Notch ancrés dans la membrane
mais dépourvus de la majorité de la
région extracellulaire peuvent étre
clivés dans différents types cellu-
laires, libérant la partie intracellulai-
re qui est alors retrouvée dans le
noyau [40]. Sachant que la protéine
Su(H) est capable d’interagir avec les
répétitions du motif ankyrine de
Notch chez la drosophile, on peut se
demander si la protéine Su(H) et la
forme nucléaire de Notch agissent de
concert pour activer la transcription

de certains génes cibles. Un de ces m—
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genes cibles potentiels est HES-1, qui
pourrait représenter un homologue
chez les mammiféres des génes du
complexe E(spl), dont la transcription
est directement activée par Su(H)
chez la drosophile. Des expériences
de cotransfection dans divers types
cellulaires ont démontré qu’une for-
me intracellulaire de Notch est ca-
pable d’activer la transcription de
HES-1, et que cette activation a lieu
par I'intermédiaire de deux sites de
fixation pour Su(H) localisés dans la
région proximale du promoteur.
D’autre part il a été montré qu'un
complexe Su(H)/Notch est effective-
ment capable de se former sur les
sites de fixation pour Su(H) du pro-
moteur de HES-1 [41]. A la suite de
ces résultats, il est tentant d’imaginer
un modéle dans lequel la fixation
d’un ligand de Notch induirait une
coupure protéolytique de cette pro-
téine aboutissant a la translocation
nucléaire du domaine intracellulaire
qui viendrait se lier a la protéine
Su(H) sur les sites de fixation des
genes cibles de la cascade. Dans ce
contexte, on peut se demander si la
protéine Su(H) est déja dans le
noyau, fixée sur les régions régula-
trices de ces génes cibles, ou si elle
est effectivement retenue dans le cy-
toplasme par une forme non tron-
quée de Notch; dans ce dernier cas
la fixation du ligand aboutirait a la
translocation nucléaire du complexe
préformé entre la région intracellu-
laire de Notch et Su(H).
Récemment I'inactivation par recom-
binaison homologue dans la souris
du géne Su(H) a été obtenue par le
groupe de T. Honjo [42], et se tra-
duit par le mort des embryons au
jour 10. Au jour 9,5, les embryons
présentent des défauts tels que
microencéphalie, développement
anormal du placenta ainsi que du
tube neural et somitogenese défec-
tueuse. Le phénotype au niveau des
somites est semblable a celui observé
chez les souris dont le géne Notch-1 a
été inactivé, bien qu’apparaissant
plus tot. Une coopération des deux
protéines au niveau de la somitoge-
nese pourrait donc étre envisagée
(voir plus loin).

Inhibition latérale chez les mammiferes

Récemment, plusieurs ligands poten-

s ticls de Notch ont été clonés chez dif-
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férentes especes de vertébrés (revue:
[43]). La protéine Jagged, déja citée
plus haut, semble étre I’homologue
chez le rat de Serrate plutét que de
Delta, et semble capable d’émettre
un signal inhibiteur de différencia-
tion myogénique pour des cellules
C2 transfectées par Notch 1. Parall¢le-
ment, un homologue de Delta a été
isolé chez le Xénope [44], le poulet
[45] et la souris [46]. Une approche
par PCR a permis le clonage de trois
homologues supplémentaires de Del-
ta et de deux de Serrate (D. Hen-
rique, communication personnelle).
La multiplicité de ces ligands amene
a se demander si toutes ces protéines
interagissent avec toutes les protéines
Notch ou si une certaine sélectivité
existe. Il faut préciser qu’aucune dé-
monstration formelle d’interaction
de ces ligands avec une protéine
Notch particuliére in vivo n’a encore
été apportée, a part les expériences
dans des cellules transformées par
Notch 1 et jagged citées plus haut. En
particulier, il est important de noter
que jagged n’est pas exprimé au mo-
ment de la myogenese in vivo; en re-
vanche, il est exprimé dans le tube
neural ot son profil d’expression re-
couvre celui des trois genes Notch
[30]. En revanche, ’homologue de
Delta chez la souris est exprimé dans
le mésoderme présomitique et au
cours de la condensation somitique
[46]. L’analyse de souris ayant subi
une inactivation du géne Noich I im-
plique ce géne dans la formation de
I'épithélium somitique [24, 25]. Une
interaction entre Delta et Notch 1 est
donc possible au cours de ces événe-
ments de différenciation.

En ce qui concerne la neurogenese,
un certain nombre de données sug-
gerent que des interactions entre
Delta et Notch 1 existent. Au cours
de la différenciation de la rétine de
poulet, il a été montré qu'un signal
inhibiteur responsable de la forma-
tion d’un petit nombre seulement de
cellules différenciées était transmis
par Notch 1 [47]. De plus, le mélan-
ge de cellules précurseurs et de cel-
lules surexprimant le ligand Delta de
drosophile reproduit cette inhibi-
tion. Dans le méme ordre d’idées,
I'injection de l’analogue amphibien
de Delta dans des embryons de la
méme espece aboutit a une diminu-
tion du nombre de neurones.
D’autre part Della est exprimé dans

trois régions de chaque coté de la
plaque neurale, qui donneront préci-
sément naissance a trois groupes de
neurones. Il semble donc que, chez
le xénope, Delta et Notch 1 jouent
un réle important en controlant le
nombre de précurseurs neuroecto-
dermiques qui choisiront un destin
neuronal, et que la sélection de ces
précurseurs résulte d’un mécanisme
d’inhibition latérale.

I Conclusion

En résumé il semble que la voie de si-
gnalisation Notch joue un roéle cri-
tique en déterminant, probablement
par inhibition latérale au sein de
groupes de cellules équipotentes, le
nombre de cellules qui choisiront un
destin neuronal dans la rétine et
dans le systeme nerveux central. Il est
probable que ce mécanisme de signa-
lisation par Notch joue un rdle iden-
tique au cours d’autres événements
de  différenciation. = Maintenant
qu’une bonne partie des acteurs ont
été clonés chez les vertébrés supé-
rieurs, une approche biochimique,
complémentaire des approches de
génétique moléculaire  conduites
chez la drosophile, devrait permettre
de mieux comprendre les interac-
tions entre ces diverses molécules
ainsi que les mécanismes détaillés
aboutissant a la transmission du si-
gnal jusqu’aux genes cibles ®

ANNIVERSAIRE EN

VIDEO-CASSETTES

Les conférences de la journée
du 10fanniver saire de médecine/
sciences du 16 mar's 1995 sont
disponibles sur vidéo-cassettes
aupresde:

ASSOCIATION DIFFUSON
DES CONNAISSANCES
2, avenue Léon-Bernard,

35043 Rennes Cedex, France.

m/s n°2, vol. 12, février 96



Summary

Notch receptor signaling: from
flies to mammals

During embryonic development,
cellular fate is determined by va-
rious types of extracellular signals.
A mechanism known as lateral in-
hibition controls the ability of cells
to respond to these various diffe-
rentiation signals. One of the best
studied example is the Notch acti-
vation pathway, which controls the
differentiation of numerous cell
types during development of Droso-
phila and C. elegans. During em-
bryonic neurogenesis in Drosophila,
Notch receptor activation results
in transcriptional activation of tar-
get genes and inhibition of diffe-
rentiation. Genetic approaches in
flies and worms have defined puta-
tive components of this signaling
cascade, including factors that may
associate with the Notch intracellu-
lar domain required for signaling
activity. One of them, the Su(H)
protein, is a transcription factor
which binds to the regulatory se-
quences of several Notch target
genes. It has been suggested that
the intracellular domain of Notch
might sequester Su(H) in the cyto-
plasm, and that Notch receptor ac-
tivation might lead to the release
of Su(H) and to its nuclear import.
Recent data obtained in verte-
brates suggest that the Notch path-
way is conserved, both structurally
and functionnally. On the basis of
these results, a model has been
proposed, whereby the intracellu-
lar domain of Notch, following a
proteolytic event, would transloca-
te to the nucleus and directly acti-
vate transcription of its target
genes by binding to the Su(H) pro-
tein.
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