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faire intervenir I'interaction entre Iinterna-
line et la €-cadhérine. Cette interaction
constituerait alors non seulement la clé du
tropisme d’hGte de L. monocytogenes, mais
également celle de son tropisme d’organe.
pathogénes

D’autres micro-organismes

pour I’homme, tels que Toxoplasma gondii,

le cytomégalovirus ou Treponema pallidum?
utilisent une porte d’entrée muqueuse et
possédent un tropisme pour le systéeme ner-
veux central et 'unité feetoplacentaire. Une
approche visant a étudier les similitudes et
les spécificités de ces trois barriéres pourrait
permettre une meilleure compréhension des
stratégies utilisées par les micro-orga-
nismes pathogenes, afin de les circonvenir. ¢

4 gspece bactérienne responsable de la syphilis.

Figure 2. Rdle de I'internaline dans la traversée
de la barriére placentaire. A. Coupe d’une villo-
sité placentaire humaine centrée sur le syncy-
tiotrophoblaste, immunomarquée avec un anti-
corps dirigé contre la €-cadhérine humaine. La
€-cadhérine apparait en vert, les noyaux en
bleu. B. Adhérence et entrée de bactéries expri-
mant Iinternaline dans du syncytiotropho-
blaste humain en culture. Les bactéries appa-
raissent en rouge, la €-cadhérine en vert, les
noyaux en bleu. Il existe un recrutement de €-
cadhérine au site d’entrée des bactéries dans le
syncytiotrophoblaste. C. Coupe d’une villosité
placentaire infectée ex vivo par Listeria mono-
cytogenes. Les bactéries ont envahi le syncytio-
trophoblaste, franchi la barriére placentaire, et
permis la constitution de micro-abces villosi-
taires semblables a ceux observés au sein de
placentas issus de femmes enceintes ayant eu

une listériose maternofcetale.

NOUVELLE
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« Cycler> sans cycline D

Valérie Lobjois

> La division des cellules eucaryotes est
réglée par des complexes cycline-CDK
(kinases dépendantes des cyclines) qui
contrdlent la progression des cellules
dans chaque phase du cycle cellulaire
(Figure 1). Ces CDK sont, comme leur
nom I'indique, en partie activées par
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leur association aux sous-unités régula-
trices, les cyclines, dont Iabondance
varie au cours du cycle cellulaire. 'acti-
vité de ces complexes est inhibée par
deux familles d’inhibiteurs (CKI): les CKI
de la famille des Ink4 inhibent CDK4 et
CDKé; ceux de la famille Cip/Kip inhi-
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bent I'activité de tous les complexes
cycline-CDK [1]. La progression des cel-
lules de mammiféres en phase G1,
dépendante des signaux mitogenes, est
controlée par 'association des cyclines
D (D1, D2 et D3) aux kinases CDK4 et
CDKé, ces complexes phosphorylant la
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protéine du
(Figure1) [1].
Leur expression étant sensible aux signaux

rétinoblastome pRB

mitogenes [1], il est admis que les
cyclines D couplent la signalisation extra-
cellulaire a la machinerie du cycle. Afin
d’étudier in vivo la fonction des cyclines D
et de CDK4/6, des lignées murines invali-
dées pour chacun de ces genes avaient été
établies [2-5]. Ces souris sont pour la
plupart viables, les phénotypes observés
étant organes
(Tableau ). Ces données suggéraient une
redondance fonctionnelle entre les
cyclinesD1, D2 et D3 et entre CDK4 et CDK6
mais elles n’avaient pas permis de préciser

restreints a certains

leur rdle physiologique, éventuellement
spécifique d’un tissu, ni de savoir si ces
cyclines et CDK étaient les seuls média-
teurs entre la signalisation extracellulaire
et le cycle cellulaire.

Récemment, "obtention de souris invali-
dées pour les trois cyclines D (D1/2/377)
ou pour CDK4 et CDKé (CDK4/67") a

apporté de nouveaux éléments de

réponse & ces questions [4, 6]. Les pre-
miéres meurent a 16,5 jours et les
secondes a 18,5 jours de développement.
Dans les deux cas, les embryons ont une
taille réduite mais la majorité des
organes ont une morphogenése normale.
Seul un défaut cardiaque est décrit pour
les embryons D1/2/37~. Cette létalité
embryonnaire est due a une anémie
sévere consécutive a un défaut majeur
d’hématopoiese, lié a une diminution du
taux de prolifération spécifique des cel-
lules hématopoiétiques (Tableau 1).
Ainsi, il est surprenant de constater que,
dans ces embryons, seules les cellules du
lignage hématopoiétique proliferent de
fagon dépendante des complexes cycline
D-CDK4/6, la majorité des tissus étant
indépendants de leur activité.

Les complexes cycline D-CDK4/6 étant
considérés comme les capteurs de la
signalisation extracellulaire lors de la
ré-entrée dans le cycle des cellules
quiescentes, la réponse aux signaux
extracellulaires de fibroblastes dérivés

des deux types d’embryons mutants a été
étudiée. En culture, ces cellules prolife-
rent, mais moins activement que des
sauvages. Etlles répondent
cependant a une stimulation mitogé-

cellules

nique, puisque, arrétées en phase de
quiescence (G0) par privation en sérum,
elles ont une cinétique d’entrée en phase
S, apres stimulation, similaire a celle de
cellules sauvages.

D’un point de vue moléculaire, M.
Malumbres et al. montrent que dans les
cellules CDK4/67~, un complexe cycline
D-CDK2 se forme et est, en partie, res-
ponsable de la phosphorylation de pRB,
permettant ainsi la prolifération de ces
cellules [4]. Cependant, les auteurs pré-
cisent que leurs expériences ne sont pas
suffisantes pour prouver une compensa-
tion totale de la perte des activités CDK4
et CDK6 par CDK2. K. Kozar et al. montrent
que les fibroblastes cycline D1/2/37~ ont
une prolifération dépendante de CDK2
[6]. Dans ces cellules, aprés stimulation
sérique, les complexes cycline €- et
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Figure 1. Cycle cellulaire chez les mammiféres et complexes cyclines-CDK. A. Le cycle cellulaire est composé de quatre phases G1, S, G2 et M. La pro-

gression entre chaque phase est contrdlée par différents complexes cycline-CDK. Linduction de 'expression des cyclines D par des signaux mito-

geénes est nécessaire a la progression des cellules en début de phase G1. U'activité des complexes cycline-CDK est inhibée par deux familles d’inhi-

biteurs de CDK: la famille des protéines Ink4 (p16'™4a, p15ink4b pginkde ot p19Inkdd) et spécifique des complexes cycline D-CDK4/6; les protéines

de la famille Cip/Kip (p21°P1, p27KiPL et p57KiP?) qgissent sur tous les complexes cycline-CDK. Lassociation de p27XP! ou p219PT qux complexes

cycline D-CDK4/6 libére les complexes cycline €-CDK2, alors actifs. B. Dans les cellules de mammiferes, la progression des cellules en début de

phase G1, dépendante des signaux mitogénes, est contrdlée par I'association des cyclines D (D1, D2 et D3) aux kinases CDK4 et CDK6. Quand ils

sont actifs, les complexes cycline D-CDK4/6 déclenchent la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB), poursuivie en fin de phase G1

par les complexes cycline €-CDK2. Sous sa forme hyperphosphorylée, pRB est inactive et libére le facteur de transcription €2F, permettant ainsi I’ex-

pression des genes essentiels a la transition G1-S dont le géne cycline €.
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cycline A-CDK2 sont activés avec une
cinétique identique a celle observée dans
les cellules sauvages et I'activité de ces
complexes suffit a inactiver pRB. Dans les
deux types d’invalidations étudiées, les
cellules entrent en phase S malgré une
phosphorylation incomplete de pRB.

Ainsi, ces études montrent que les com-
plexes cycline D-CDK4/6 ne sont pas
indispensables a la prolifération et a
I’entrée dans le cycle cellulaire de cel-
lules quiescentes et révelent I’existence
d’un  mécanisme indépendant des

cyclines D, capable de coupler I'activa-

tion des complexes impliquant la kinase
CDK2 a la signalisation extracellulaire.
Néanmoins, I"absence des cyclines D se
traduit tout de méme par une suscepti-
bilité réduite des cellules a une transfor-
mation oncogénique par Ras et Myc. De
plus, le modele actuellement admis pour

Génotype
D17~

D2/~

D37/~

D1/D27/~

D1/37-

D2/37"

D1/2/37~

CDK4~/~

CDK6™/~

CDK4/67~

Principaux phénotypes in vivo

Létalité post-natale

Taille réduite

Anomalies du comportement et troubles neurologiques
Réduction du nombre de cellules de la rétine

Défaut de lactation due a une absence de prolifération
de I’épithélium mammaire

Femelles stériles

Certains mdles sont fertiles mais présentent

une réduction de taille des testicules

Réduction de taille du cervelet

Réduction du nombre de cellules B-pancréatiques

Défaut d’expansion des lymphocytes T immatures

Taille réduite
Défaut de développement du cervelet

Létalité néonatale (apparemment due a des atteintes
neurologiques)

Taille réduite

Rétine hypoplasique

Létalité embryonnaire (18,5 jours de développement)
Taille réduite

Anémie sévere

Létalité embryonnaire (16,5 jours de développement)
Diminution de prolifération des différentes lignées
hématopoiétiques

Taille réduite

Anomalies cardiaques

Viables (homozygotes présents avec un faible ratio)
Taille réduite

Anomalies du comportement et troubles neurologiques
Mdles fertiles mais présentant une réduction de taille
des testicules

Diminution du nombre de cellules B-pancréatiques

Défaut d’expansion des lymphocytes T immatures

Létalité embryonnaire (entre 14,5 et 18,5 jours de
développement)

Diminution de prolifération des différentes lignées
hématopoiétiques

Taille réduite

Phénotypes observés en culture

Fibroblastes embryonnaires:
croissance réduite mais prolifération
normale

Lymphocytes B:
phase G1 prolongée.

Lymphocytes T:
diminution de la prolifération

Cellules hématopoiétiques et
fibroblastes:

diminution de la prolifération,
sensibilité réduite aux oncogénes

Fibroblastes embryonnaires:
diminution de la prolifération

Lymphocytes T: diminution de la
prolifération

Cellules T et fibroblastes:
diminution de la prolifération

Tableau I. Phénotypes des mutants dont les génes codant pour les cyclines D1, D2 et D3 et CDK4 et CDK6 ont été

invalidés (d’apres [10]).

M/Sn® 1, vol. 21, janvier 2005

expliquer la progression
en phase Gl suggére une
séquestration de I’inhibi-
teur p27%PL par les com-
plexes cycline D-CDK4/6
(Figure 1). Or, dans les cel-
lules mutantes DI1/2/37/~
et CDK4/6™~, les concen-
trations de p21°P1 et
p27XiPl sont diminuées et
I’association de p27XiP!
a CDK2 n’est apparem-
ment pas modifiée.

Ces résultats boulever-
sent donc les modeéles
établis, puisque, de fagon
inattendue, les mutants
D1/2/37 et CDK4/6™" ne
montrent pas d’anomalie
majeure de la proliféra-
tion. Au contraire, I’étude
de ces mutants montre
que la majorité des cel-
lules de mammiferes peut
proliférer
ment  des

indépendam-

complexes
D-CDK4/6. La
nature des mécanismes

cycline

compensateurs et leur
implication dans I’inté-
gration  des  signaux
extracellulaires avec le
controle de la proliféra-
tion restent maintenant a
élucider.

Ces études révelent éga-
lement I’existence d’une
spécificité de fonction de
CDK4/6 et des cyclines D
dans les cellules hémato-
poiétiques. Or, chez la
souris et le poulet, on sait
que les cyclines D présen-
tent une expression régio-
nalisée et dynamique au
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cours du développement [7-9]. Les ana-
lyses phénotypiques des souris invali-
dées pour CDK4/6 et les cyclines D ayant
été réalisées a des stades tardifs du
développement, des phénomenes com-
pensatoires ont pu se produire. L'étude
de stades plus précoces du développe-
ment ainsi que I'inactivation ciblée dans
le temps de ces genes devraient per-
mettre de préciser les fonctions et les
spécificités tissulaires de ces acteurs du
cycle cellulaire. ¢

Cycling without D-type cyclin
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Rod-derived cone viability
factor : un espoir de thérapie
des dégénérescences

rétiniennes ?

Thierry Léveillard, Saddek Mohand-Said, Olivier Poch,

José-Alain Sahel

> Les rétinopathies pigmentaires, qui
affectent 40 000 personnes en France,
font partie d’une large liste d’affections
orphelines jusqu’ici incurables. Chez les
personnes atteintes, les batonnets sont
détruits et, en conséquence, les premiers
signes cliniques sont une cécité nocturne
et un champ visuel qui se rétrécit en péri-
phérie. Le champ visuel diminue progres-
sivement jusqu’a rendre la vision «tubu-
laire», traduisant la perte secondaire des
cones qui assurent non seulement la
vision colorée, mais aussi la vision a
contraste élevé, 'acuité visuelle et
toutes les fonctions visuelles en atmo-
sphére lumineuse normale. A mesure que
la maladie progresse, la vision centrale se
réduit, menagant le sujet de cécité.

’hétérogénéité génétique des rétinopa-
thies (http://www.sph.
uth.tmc.edu/Retnet) et le mode autoso-

pigmentaires
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des bdatonnets [2]. I
s’agit d’une forme réces-
sive de dégénérescence

séquentielle  bdtonnets-
cones retrouvée chez
I’lhomme

Nos travaux ont montré

mique dominant de cer-
taines formes représen-
tent une limitation impor-
tante a la thérapie
génique corrective. Nous
avons  privilégié  une
approche par neuropro-
tection des cones, plus @

méme d’étre
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que, lorsque des couches
pures en photorécepteurs
étaient transplantées
dans I’espace sous-réti-
nien de souris rdl Ggées
de 5 semaines (a cet dge,
il reste trés peu de baton-
nets [< 0,02 %] mais
encore la plupart des
cones), le transplant

induit la survie d’un

générali-
sable a de nombreux

génes et modes de transmission.

Les mutations décrites depuis 1990 dans
les dystrophies héréditaires rétiniennes
humaines affectent, dans une tres grande
proportion, des genes codant pour des
protéines localisées dans le segment
externe des bdtonnets [1]. Le lien entre la
perte des bdtonnets et la raréfaction des
cones a été étudié surun modeéle murin, la
souris rdl, qui porte une mutation sur le

géne codant pour la phosphodiestérase

nombre de cdnes signifi-
cativement supérieur (en moyenne 40%,
p <0,001) a celui relevé dans la rétine de
Pceil congénere, non traitée [3]. Cet
effet trophique, constaté a distance du
transplant, suggérait I'existence de fac-
teurs diffusibles libérés par les cellules
greffées. Des tests effectués in vitro par
coculture de rétines rdl et de rétines
normales, ont confirmé cette hypothése
[4, 5]. Des travaux de purification par-
tielle ont montré que "activité de viabi-



