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Developpement

Le récepteur a activité tyrosine-
kinase Neu/ErbB2/HER?2 a
d’abord été identifié et étudié
pour son réle dans le
développement des tumeurs
mammaires. Ses ligands, les
neurégulines, ainsi que ErbB2
lui-méme et des récepteurs de la
méme famille, jouent, en fait un
role particulierement important
dans le développement du tissu
nerveux, des cellules de
Schwann et des jonctions
neuromusculaires. Ce systéme
est également impliqué dans la
différenciation cardiaque,
probablement dans les
interactions inductrices a la
base de la morphogenése du
ceeur: Celle-ci nécessite,
notamment, des signaux en
provenance de cellules du
systeme nerveux autonome
dérivées de la créte neurale ou
sont exprimés des facteurs de
transcription de la famille b-
HLH, dénommés HAND. Des
oligonucléotides anti-sens dirigés
conjointement contre deux
ARNm codant pour ces facteurs
bloquent le développement
cardiaque. Un autre exemple
du jeu des influences inductrices
dans la différenciation cellulaire
et la morphogenese est illustré
par la différenciation du
myotome qui pourrait nécessiter
Paction combinée de Sonic
hedgehog, produit par la
notochorde, et des facteurs de la
Sfamille Wat, produits par la
partie dorsale du tube neural.
Au niveau intestinal, une cellule
souche des cryptes serait a
Porigine de la différenciation
des différents types cellulaires de
lépithélium de Pintestin gréle;
la protéine a homéodomaine
Cdx-2 jouerait un réle essentiel
dans ces processus au cours
desquels se succedent des
phénomenes d’activation et de
répression de genes.
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Les neurégulines:
une nouvelle famille
de facteurs de croissance

La surexpression du proto-oncogeéne
neu (ou erb32 ou HER2) est liée au dé-
veloppement de nombre de tumeurs
mammaires, ovariennes et gliales (re-
vue dans [1]). Malgré I'intérét suscité
par ses propriétés oncogenes, ce ré-
cepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase, proche parent du ré-
cepteur de I'EGF (epidermal growth fac-
tor), est longtemps resté orphelin. La
quéte de son ligand a conduit, en
1992, a I'identification des ADNc co-
dant pour un groupe mosaique de
facteurs de croissance apparentés a
I'EGF, les neurégulines, codés par les
transcrits  alternatifs d’'un  geéne
unique.

Les neurégulines sont connues sous
des noms divers, attribués selon 1'ap-
proche utilisée pour les isoler. La pu-
rification des protéines stimulatrices
de I'activité tyrosine kinase de neu
chez le rat a conduit a I’isolement de
I’ADNc du NDF ou neu differentiation
factor [2] et de ses homologues hu-
mains, les HRG ou hérégulines [3]
possédant des effets différenciateurs
et mitotiques sur des lignées de car-
cinomes mammaires. En parallele, le
clonage des ADNc codant pour des
protéines identifiées sur la base de
leur activité mitogene sur les cellules
gliales du systeme nerveux central et
périphérique, et sur leur effet sur la
synthese du récepteur de I'acétylcho-
line dans les myotubes, a conduit a
I'isolement des ADNc des GGF (glal
growth factors) et de 'ARIA (acetylcho-
line receptor inducing activity) (4, 5].

Des protéines sécrétées ou liées a la
membrane

Les neurégulines correspondent, soit
a des protéines sécrétées, soit a des
protéines liées a la membrane et

dont la partie extracellulaire peut
étre libérée par clivage protéoly-
tique. Leurs précurseurs dérivent de
I’épissage alternatif des treize exons
d’'un méme gene [2, 4, 6]. La struc-
ture générale des précurseurs des
neurégulines suit le schéma suivant :
la partie extracellulaire aminotermi-
nale est composée d’un peptide si-
gnal, d’'un domaine mmunoglobulin-
like, d’un domaine glycosylé, d’un
domaine EGF-like possédant six cys-
téines régulierement espacées corres-
pondant au domaine de liaison des
récepteurs, d’un court domaine jux-
tamembranaire, d’un domaine trans-
membranaire et d’'un domaine cyto-
plasmique (figure 1). Ce schéma de
base connait des exceptions. L’ab-
sence des domaines transmembra-
naire et cytoplasmique pour certains
GGF conduit, par exemple, aux
formes sécrétées. L’absence de do-
maine de glycosylation, en particu-
lier pour ARIA, ainsi que la présence
additionnelle d’'un domaine Kringle
et/ou d’un domaine juxtamembra-
naire sont d’autres facteurs de varia-
bilité. On connait également plu-
sieurs isoformes des neurégulines
liées a des variations intrastructurales
affectant les différents domaines.
Ainsi, il existe deux variants du do-
maine EGF-like (0. et B), quatre va-
riants du domaine juxtamembra-
naire (1 a 4) et trois variants du
domaine cytoplasmique (a, b et c).
Certaines isoformes sont enrichies
dans certains tissus. Les isoformes o2
et B2 prédominent dans les cellules
mésenchymateuses alors que I’isofor-
me Pl se retrouve dans le systéme
nerveux [7].

Bien que les neurégulines aient été
d’abord identifiées sur la base de leur
capacité d’activer ErbB2, des études
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Figure 1. Structure schématique du géne neuréguline et de quelques-uns de
ses produits. Ig: domaine immunoglobuline, Gly: domaine glycosylé, EGF:
domaine epidermal growth factor like, TM: domaine transmembranaire.

ultérieures ont montré qu’elles ne se
liaient pas directement a ce récepteur
[8, 9]. Deux autres récepteurs,
membres de la famille de 'EGFR et
capables de lier les neurégulines ont

ErbB4 [10, 11]. Comme EGFR et
Neu, ce sont des protéines transmem-
branaires possédant une activité tyro-
sine kinase intrinseque dans leur do-

maine cytoplasmique [12] (figure 2).

été récemment isolés: ErbB3 et Les études menées a ce jour sugge-
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Figure 2. Les membres de la famille de I'EGFR, ou ErbB, et leurs ligands.
L'ovale symbolise le domaine tyrosine kinase, les rectangles, les domaines
riches en cystéines. Les fleches indiquent les hétérodiméres dont le caracteé-
re fonctionnel est reconnu. EGF: epidermal growth factor, TGFa : transfor-
ming growth factor a, SDGF: schwannoma derived growth factor, AR: am-
meeeen  Phiréguline, HB-EGF : heparin binding-epidermal growth factor.

rent que ErbB3 et ErbB4 correspon-
dent respectivement aux récepteurs a
faible et forte affinité des neurégu-
lines [13]. Mais, si la liaison des neu-
régulines a ErbB4 entraine l'auto-
phosphorylation du récepteur et une
réponse biologique, il semble que
I'activation d’ErbB3 dépende de la
présence de ErbB2 [14]. De facon gé-
nérale, la liaison du ligand a la partie
extracellulaire de ces récepteurs en-
traine leur homodimérisation mais
aussi leur hétérodimérisation avec les
autres membres de la famille de
I'EGFR, y compris EGFR lui-méme
[13, 15]. Cette combinatoire augmen-
te la diversité potentielle des réponses
liées a I'activation de ces récepteurs.
En effet, la liaison du ligand au récep-
teur conduit a 'autophosphorylation
des résidus tyrosine intracellulaires,
points d’ancrage de substrats spéci-
fiques assurant la transmission du si-
gnal [16]. Un méme ligand peut ainsi
entrainer des réponses cellulaires dif-
férentes selon la nature des récep-
teurs présentés par la cellule cible.

Des localisations variées mais prédo-
minantes dans le systtme nerveux
central

Les neurégulines se retrouvent aussi
bien chez I'’embryon que chez I'adul-
te dans le systéme nerveux central et
périphérique ainsi que dans divers or-
ganes du parenchyme. Dans le syste-
me nerveux, les sources cellulaires
des neurégulines ont été essentielle-
ment localisées par hybridation n
situ chez les rongeurs et I'’homme, et
montrent une trés large répartition
[17-19]. La plupart des neurones cho-
linergiques du systéme nerveux cen-
tral expriment le géne des neuré-
gulines tout au long de la vie
embryonnaire et post-natale. Il s’agit
notamment des motoneurones de la
moelle épiniere et du tronc cérébral,
et des neurones cholinergiques du té-
lencéphale basal. Mais les neurégu-
lines se retrouvent également dans di-
verses structures non cholinergiques
dont le cervelet, certains noyaux de
I'hypothalamus et du thalamus ainsi
que dans les zones subventriculaires
des ventricules latéraux qui consti-
tuent une des zones germinatives
d’ou proviennent neurones et cel-
lules gliales. Dans le systéeme nerveux
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Figure 3. Réle des neurégulines au niveau de la synapse neuromusculaire.
ARIA (acetylcholine receptor inducing activity), /’'un des produits du géne neu-
réguline, est synthétisé par le motoneurone et libéré au niveau de la fente
synaptique ou il se lie a ses récepteurs. La formation du complexe ligand-
récepteur aboutit a la stimulation de la transcription du géne de I’AChR. Il faut

noter que les récepteurs peuvent former des hétérodimeres fonctionnels.

périphérique, les neurégulines sont
également synthétisées par les neu-
rones sensoriels des ganglions des ra-
cines dorsales et des arcs branchiaux.
Bien que les neurones constituent a
priori la source essentielle de neuré-
gulines, les astrocytes semblent égale-
ment capables de les synthétiser in
vivo et in vitro [20].

En dehors du systeme nerveux, les
neurégulines ont été retrouvées chez
I’embryon dans des cellules d’origine
mésenchymateuse du coeur, des pou-
mons, des reins, des intestins, de I’es-
tomac, des organes génitaux et dans
les glandes mammaires [7, 21]. La
synthése des neurégulines persiste
chez I’adulte, au moins dans le cceur.
Enfin, les muscles embryonnaires
synthétisent également les ARNm
des neurégulines [18].

Des messagers intercellulaires locaux

[.’examen des activités biologiques in
vitro des neurégulines ainsi que la lo-
calisation de leurs récepteurs sugge-
rent que ces facteurs de croissance
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jouent un roéle essentiel dans les in-
teractions entre le mésenchyme et
I’épithélium dans le parenchyme, et
entre les neurones et leur environne-
ment glial et musculaire dans le sys-
léme nerveux.

Dans cet organe les exemples les plus
documentés a présent sont ceux des
effets des neurégulines synthétisées
par les motoneurones sur leurs cibles
musculaires et sur les cellules de
Schwann qui enveloppent leurs
axones ainsi que des neurégulines
produites par les neurones ganglion-
naires sur ces mémes cellules de
Schwann (m/s n°3, vol. 11, p. 493).
L’établissement de synapses neuro-
musculaires fonctionnelles dépend
des interactions qui ont lieu entre
I’axone du motoneurone et sa cible
musculaire. L’une des caractéris-
tiques de ces synapses est la forte ac-
cumulation de récepteurs de I'acétyl-
choline (AChR) au niveau de la
membrane post-synaptique, une ac-
cumulation qui dépend de I'innerva-
tion [22]. Diverses études ont mon-
tré que I'un des produits du gene des

neurégulines, ARIA, est concentré au
niveau des synapses neuromuscu-
laires et dans la lame basale synap-
tique (m/s n°3, vol. 11, p. 493) [23,
24], tandis que les récepteurs ErbB2,
3 et 4 sont présents au niveau de la
membrane musculaire post-synap-
tique [25, 26]. /n vitro, ARIA stimule
la transcription des geénes codant
pour les sous-unités de '’AChR [23,
25, 27, 28] ainsi que la synthese des
canaux sodiques musculaires [29].
L’ensemble de ces données suggere
que les neurégulines constituent I'un
des messagers motoneuronaux assu-
rant la mise en place des synapses
neuromusculaires (figure 3). 1.’éluci-
dation de la contribution précise des
neurégulines a I’établissement des
jonctions neuromusculaires, ainsi
que leur role chez I'adulte attend la
production de souris chez lesquelles
I’expression du gene de la neuréguli-
ne serait supprimée uniquement
dans le systeme nerveux. En effet, les
souris chez lesquelles le géne des
neurégulines a été invalidé meurent
au court de la premiére moitié de la
vie embryonnaire (voir ci-dessous).

Les neurégulines ont été isolées,
entre autres, sur la base de leur acti-
vité mitogéne sur les cellules de
Schwann qui forment la gaine de
myéline des axones dans le systeme
nerveux périphérique. Ces cellules
dérivent de la créte neurale d’ou
elles migrent vers la périphérie le
long des axones en croissance et leur
prolifération dépend de leur contact
avec I’axone [30, 31]. Morrissey el al.
[32] ont montré au moyen de cocul-
tures que le blocage a I'aide d’anti-
corps de la disponibilité des neuré-
gulines produites par les neurones,
ou des récepteurs ErbB2 présents sur
les cellules de Schwann, supprimait
les effets mitogeénes des neurones sur
ces dernieres. Mais les neurégulines
semblent également agir directe-
ment sur les précurseurs de la créte
neurale en favorisant leur différen-
ciation en cellules de Schwann [33].

Conséquences de l'invalidation du
géne des neurégulines et des génes
de ses récepteurs

La publication de trois articles dans
le numéro de novembre de Nature
montrant les effets de la suppression
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des genes codant pour les neurégu-
lines, ErbB2 et ErbB4 a permis de
préciser et d’étendre les fonctions
des neurégulines au cours du déve-
loppement embryonnaire malgré la
mortalité précoce des mutants qui ne
survivent pas au-dela du 11¢ jour de
vie embryonnaire [34-36]. Les carac-
téristiques phénotypiques des mu-
tants sont résumées dans le Tableau 1.
L’absence de précurseurs de cellules
de Schwann le long des racines ner-
veuses de la moelle épiniere chez les
souris dont le géne des neurégulines
a été invalidé [35] confirme le role
central joué par ces facteurs dans les
interactions au cours du développe-
ment entre les neurones et leur envi-
ronnement glial, sans toutefois per-
mettre de préciser si 'absence de
neurégulines a affecté la migration,
la différenciation ou la survie de ces
cellules. Il en va de méme pour les
neurones ganglionnaires craniens
dérivés de la créte neurale dont le
nombre est fortement réduit a la fois
chez les mutants nuls de la neurégu-
line et de ErbB2. Le développement
des nerfs moteurs craniens qui dé-
pend de la mise en place normale de
leurs ganglions respectifs est égale-
ment affecté [34, 35]. Les neurégu-
lines semblent donc exercer un effet
de type autocrine/paracrine sur les
cellules de la créte neurale qui syn-
thétisent a la fois les neurégulines et
le récepteur ErbB2 au niveau du cra-
ne. Au niveau du trong, elles agissent
d’abord sur le développement des
précurseurs des cellules de Schwann,
leurs effets passant par la mise en jeu
de erbB2 et de erb33 exprimés par ces
dernieéres. En effet, la suppression de
erbB4 ne modifie pas le développe-
ment des neurones ganglionnaires
craniens mais conduit a des voies
d’innervation aberrantes du tronc cé-
rébral [36]. Ce phénotype suggere
d’abord que ErbB4 participe aux
phénomenes de guidage des axones
vers leurs cibles mais.aussi qu'un li-
gand différent des neurégulines, qui
reste a identifier, active ErbB4 a ce
stade du développement du tronc cé-
rébral.

La mortalité précoce des mutants
nuls pour les neurégulines, erbB2 et
erbBB4 n’est cependant pas due aux al-
térations des phénotypes neuronaux

s mais au développement avorté du
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Tableau |

CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES DES MUTANTS NULS

neurégulines—/- erbB2-/- erbB4—-/-
Létalite EfiM EAA Eiil
Développement avorte avorte avorte
des invaginations
du myocarde
Cellules de Schwann disparition non déterminé non déterminé
Nombre de neurones réduit réduit normal
ganglionnaires craniens
Nerfs moteurs craniens développement développement trajets
altére altéré axonaux
aberrants

ceeur. Dans les trois cas, on observe
I’absence de développement des inva-
ginations du myocarde qui amorcent
la différenciation des ventricules. Les
neurégulines sont synthétisées par
les cellules de I’endocarde, tandis
qu'ErbB2 et ErbB4 sont produits par
les cellules du myocarde [35]. Bien
que les effets de ces mutations n’aient
pas €té rapportés pour les autres or-
ganes du parenchyme, il est intéres-
sant de noter que les transcrits des
neurégulines ont été localisés chez
I’embryon de 10 jours dans les cel-
lules mésenchymateuses du poumon
qui entourent I’épithélium des bron-
chioles en formation [7]. Dans la
glande mammaire, les neurégulines
sont produites par les cellules mésen-
chymateuses chez la souris gestante et
stimulent, dans des cultures organoty-
piques, la formation des alvéoles par
les cellules épithéliales qui synthéti-
sent ErbB3 et 4 [21].

Les neurégulines et leurs récepteurs
apparaissent donc comme une famil-
le complexe de facteurs de croissan-
ce dont les multiples effets dérivent
notamment de leur role de média-
teur dans des interactions paracrines
entre deux types cellulaires diffé-
rents. Si leur role au cours du déve-
loppement embryonnaire précoce
du systéme nerveux et du coeur a pu
étre mis en lumiere grice a la pro-
duction de mutations nulles, un
nombre considérable de questions
restent posées. Outre la fonction des
neurégulines au cours de la deuxie-

me moiti€ de la vie embryonnaire
dans le développement des divers or-
ganes du parenchyme qui synthéti-
sent les neurégulines a cette période
[7] et dans la mise en place des jonc-
tions neuromusculaires, nous ne sa-
vons encore rien de leur réle chez le
jeune et chez I’adulte. Par ailleurs, la
possibilité d’hétérodimérisation des
récepteurs des neurégulines, notam-
ment avec le récepteur de I'EGF
dont les ligands sont souvent pré-
sents dans les mémes tissus [37], per-
met d’envisager I’existence d’une
«superfamille» de I'EGF dont les
membres seraient susceptibles d’in-
teragir de facon fonctionnelle. Enfin,
bien que la découverte des neurégu-
lines ait été stimulée par les proprié-
tés transformantes du récepteur
ErbB2, leur participation aux proces-
sus oncogenes reste un terrain vierge
a explorer l
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EEE BREVES mEE

EEE Induction combinée de la
myogenese par Sonic hedgehog et
des membres de la famille Wnt. Le
mésoderme para-axial, adjacent au
tube neural etalanotochorde, se di-
vise au cours du développement en
somites dont la partie ventrale for-
me le sclérotome, a I’origine des ver-
tebres et des cotes, etla partie dorsa-
le le dermomyotome, al’origine des
muscles squelettiques et du derme.
La différenciation du sclérotome
semble étre la conséquence de I'in-
duction par la protéine Sonic hed-
gehog sécrétée par la notochorde et
le plancher du tube neural [1]. En
revanche, la différenciation des pré-
curseurs des cellules musculaires
semble nécessiter une induction
combinée sous I'influence de la no-
tochorde et d’autres régions du
tube neural. Miinsterderg et al.
(Boston, MA, USA) démontrent
maintenant que du mésoderme
para-axial isolé d’embryons de pou-
lets au stade 10 peut-€tre induit a ex-
primer des facteurs myogéniques de
la famille MyoD par I’action combi-
née de cellules produisant le fac-
teur Sonic hedgehog et des
membres de la famille Wnt (Wnt-1,
Wnt-3 et Wnt-4) [2]. Sonic hedge-
hogsemble étre le facteur inducteur
produit par lanotochorde etle plan-
cher alors que les membres de la fa-
mille Wntsont produits par la partie
dorsale du tube neural. On ne peut
déterminer, a partir des expériences
réalisées, si I’action de Sonic Hedge-
hog est directe ou indirecte, c’est-a-
dire si ce facteur agit par lui-méme
ou bien en déclenchant la libéra-
tion, par exemple par les cellules du
sclérotome, d'un facteur myogé-
nique. Un argument est une défa-
veur d’une action directe de Sonic
Hedgehog sur la myogenese: I'in-
duction du sclérotome (et de son
marqueur Pax-1) est observée pour
des concentrations de Sonic Hedge-
hog plus faibles que I'induction de
la myogenese alors que le scléroto-
me est plus proche des sources de
production de Sonic Hedgehog que
le myotome.

[1. Concordet JP. médecine/sciences
1996; 12: 207-8.]

[2. Munsterderg AE, et al. Genes Bev
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