calcium libéré a partir de stocks intracel-
lulaires, le NO et la guanosine monophos-
phate cyclique (GMPc). Cette séquence
de seconds messagers est activée en
cascade le long des fibres nerveuses et
provoque une production récurrente de
céramide de radeau en radeau (Figure 2).
Ce mécanisme permet la propagation le
long des fibres nerveuses de cette excita-
tion indépendante de potentiel d’action.
Cette étude récemment publiée dans la
revue PLoS ONE [8] a permis de montrer
qu’en plus du fonctionnement classi-
que faisant intervenir des potentiels
d’action, les neurones peuvent conduire
une excitation produite par une cas-

cade de seconds messagers. Le premier
type de mécanisme est adapté a un
fonctionnement rapide du neurone alors
que le second doit étre mis en jeu dans
des phénomenes plus lents. Uexistence
de ce nouveau mécanisme ouvre des
perspectives de recherche dans le fonc-
tionnement neuronal d’un point de vue
fondamental et clinique. ¢

Nervous conduction of excitation
independent of action potentials
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Cellules souches

et progéniteurs

dans la glande mammaire :
role critique du facteur

de transcription Gata-3

Marie-Liesse Asselin-Labat

> La glande mammaire se développe chez
I'embryon a partir de la formation de
bourgeons mammaires primitifs. Aprés la
naissance, elle subit un grand nombre de
changements lors de la puberté, et chez
|'adulte au cours de chaque cycle mens-
truel et des grossesses. Ces modifications
sont contr6lées par des stimulations hor-
monales (cestrogéne, progestérone, pro-
lactine) et des facteurs de croissance
(EGF, epidermal growth factor...) [1].

La glande mammaire est composée de
canaux formant un réseau de branche-
ments remplissant le coussinet graisseux.
La glande est formée de trois épithélium
distincts : le myo-épithélium, localisé au
niveau basal, entoure les canaux et leur
donne leurs propriétés contractiles. L'épi-
thélium luminal fait face au lumen et est
subdivisé en cellules longeant les canaux
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et en cellules alvéolaires responsables de
la production et de la sécrétion du lait au
cours de la grossesse et de la lactation.
Notre groupe s'intéresse a I'identification
des cellules souches mammaires et de
leur descendance. L'identification d'une
hiérarchie cellulaire (cellules souches —
progéniteurs —> cellules différenciées)
et des facteurs de transcription criti-
ques pour la spécification vers un lignage
cellulaire constitue une base nécessaire
pour la compréhension des phénomenes
oncogéniques observés dans les cancers
du sein.

Identification et isolement

de la cellule souche mammaire
L'importante capacité proliférative et
régénérative du tissu mammaire lors de
chaque cycle reproductif et I'existence
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de différents lignages cellulaires ont
suggéré I'existence de cellules souches
de la glande mammaire (CSMa) [2]. €n
se fondant sur 'expression de marqueurs
cellulaires membranaires et sur des
expériences de transplantation in vivo,
notre groupe [3] et I'équipe de C. Eaves
[4] ont récemment identifié et isolé une
sous-population de I'épithélium mam-
maire murin enrichie en CSMa.

La glande mammaire est composée d'une
grande diversité de cellules. Par tri en
cytométrie de flux (FACS, fluorescence-
actived cell sorting), nous avons éliminé
les cellules exprimant les marqueurs
spécifiques des cellules endothéliales et
hématopoiétiques (CD31°CD45°TER119 ou
Lin™) et séparé les populations exprimant
le heat stable antigen (HSA ou CD24)
selon leur niveau d’expression de Iinté-

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200723121077

1077

MAGAZINE

NOUVELLES



http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200723121077

1078

grine B1 (ou CD29): Lin"CD24*CD29'° et
Lin"CD24*CD29". Elles seront nommées
Lum et CSMa respectivement dans la suite
du texte. Les cellules Lum expriment un
niveau élevé de kératine 18, un marqueur
spécifique de I'épithélium luminal, tan-
dis que les CSMa expriment fortement
la kératine 14, marqueur spécifique du
myo-épithélium. Cultivées in vitro dans
une matrice extra-cellulaire (matrigel),
les cellules Lum forment des structures a
couche cellulaire unique capables de pro-
duire du lait apres stimulation par I'hor-
mone lactogénique prolactine, alors que
les CSMa forment des structures beaucoup
plus complexes, a forte densité cellulaire.
Seule une petite proportion de ces struc-
tures est capable de produire du lait apres
stimulation par la prolactine. La trans-

plantation des CSMa (marquées par le
transgéne LacZ) dans le coussinet mam-
maire graisseux d'une souris pré-pubére
dont on a retiré tout épithélium mam-
maire, aboutit a la formation d'un réseau
de canaux possédant toutes les carac-
téristiques phénotypiques d'une glande
mammaire, dont la capacité a se différen-
cier pour produire du lait lors d'une gros-
sesse. Des expériences de transplantation
d'un nombre limité de cellules ont montré
qu'une cellule Lin"CD24*CD29" sur 64 est
capable de former une glande mammaire.
De plus, des expériences de transplanta-
tions en série ont prouvé que ces cellules
ont la capacité de s'autorenouveler. Ainsi,
les cellules Lin"CD24*CD29" sont enrichies
en cellules possédant les caractéristiques
définissant une cellule souche: capacité

A
Gata-3** MMTV-cre;Gata-3"*
i o
B Gata-3"* MMTV-cre;Gata-3"*
108 Cellules Cellules |
] progénitrices souches q
118,8 % ]
10°
64,4 %l . !
é 102; cellules i 1
| matures 1
| 107
CD29

Figure 1. Gata-3 est un facteur clé du développement mammaire. A. Coloration par I'hématoxyline

de la glande mammaire d'une souris adulte témoin (Gata-3*/f) ou dont le géne Gata-3 (MMTV-

cre;Gata-3"f) a été excisé, montrant le défaut de formation des canaux mammaires en I'absence

de Gata-3. B. Représentation dot plot aprés analyse en cytométrie de flux, montrant le marquage
CD61/CD29 des cellules Lin"CD24* chez un animal témoin ou en 'absence de Gata-3 (MMTV-cre;
ata-3*/). €n I'absence de Gata-3, les cellules progénitrices luminales ne se différencient pas en

cellules matures aboutissant a I'accumulation de ces progéniteurs.
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a reformer in vivo tous les lignages de
I'épithéliummammaire et capacitéd'auto-
renouvellement.

Etablissement

d'une hiérarchie cellulaire

L'existence d'une hiérarchie cellulaire a
été bien caractérisée dans le systeme
hématopoiétique. Les cellules souches
hématopoiétiques perdent progressive-
ment leur capacité d'autorenouvelle-
ment pour donner naissance @ des pro-
géniteurs dont I'activité est restreinte a
un lignage cellulaire spécifique [5]. De
fagon similaire, notre but est d'établir
une hiérarchie cellulaire dans la glande
mammaire et d'identifier les cellules pro-
génitrices, a forte capacité proliféra-
tive, capables de former le myoépithélium
d'une part, et les épithéliums luminaux
des canaux et alvéoles d'autre part. A
ce jour, nous avons identifié une popula-
tion enrichie en progéniteurs des cellules
luminales (Figure 1B). €n effet, la popu-
lation Lum peut étre subdivisée en deux
sous-populations exprimant différents
niveaux de I'intégrine B3 ou CD61 [6].
Alors que toutes les cellules de la popu-
lation enrichie en CSMa expriment CD61,
seulement 30 % des cellules Lum expri-
ment ce marqueur. Les cellules CD61™ ne
forment qu’un nombre restreint de petites
colonies in vitro tandis que les cellules
Lum CD61" proliferent activement et ont
une forte capacité a former des colonies.
Ces colonies sont kératine 18" et SMA™
(smooth muscle actin). L'ensemble de
ces résultats suggere que les cellules Lum
CD61* constituent une population de pro-
géniteurs luminaux. De plus, la proportion
de ces progéniteurs dans la glande mam-
maire est élevée au début de la puberté
et diminue progressivement au cours de
['élongation des canaux pour atteindre
un niveau stable a I'dge adulte. Lors de
la phase de différenciation alvéolaire
observée pendant la grossesse, le nombre
de progéniteurs diminue dramatiquement.
Cette population s'amplifie de nouveau
apres le sevrage pendant le remodelage
de la glande. Ces résultats montrent que
les cellules Lum CD61" représentent une



population progénitrice commune capable
de se différencier en cellules canaliculai-
res et alvéolaires en fonction des phases
de développement régies par les stimula-
tions hormonales.

Gata-3 un facteur clé

du développement mammaire

La différenciation cellulaire est dépen-
dante de la régulation de I'activité des
génes de sorte que a chaque étape de
différenciation, certains genes sont trans-
criptionnellement actifs et d'autres sont
réprimés. Nous avons étudié le rdle du
facteur de transcription Gata-3 lors des
différentes phases de différenciation de
la glande [6]. Gata-3 est exprimé deés les
premiéres phases embryonnaires du déve-
loppement mammaire. Aprés la naissance,
Gata-3 est exprimé de fagcon stable au
cours de la puberté, chez 'adulte et pen-
dant la grossesse. Cette expression est res-
treinte aux cellules de I'épithélium luminal.
Grace au systeme LoxP/Cre-recombinase,
nous avons excisé Gata-3 dans I'épithélium
mammaire a différentes phases du déve-
loppement, en choisissant les promoteurs
appropriés pour controler I'expression de
Cre. La délétion lors de I'embryogenese
(Kératinel4-cre/Gata-3"f) a montré que
Gata-3 est nécessaire pour la formation
des bourgeons mammaires primaires.
Lorsque Gata-3 est excisé pendant la

puberté (MMTV-cre/Gata-37f), la glande
se développe anormalement avec la for-
mation d'un nombre réduit de canaux
(Figure 14). La morphologie de ces canaux
est anormale avec notamment une dimi-
nution de Iexpression du récepteur aux
oestrogénes (ERaL), marqueur définitif de
la différenciation luminale. Les femelles
chez lesquelles Gata-3 est inactivé en
milieu de grossesse (WAP-cre/Gata-3"",
WAP whey acidic protein est un composant
du petit-lait) sont incapables de nourrir
leur progéniture. Les glandes présentent
un défaut de différenciation alvéolaire et
une absence de production de lait. Gata-3
est donc nécessaire lors de multiples pha-
ses du développement mammaire [6, 7].

Ayant précédemment identifié une popu-
lation enrichie en CSMa, une popula-
tion de cellules luminales progénitrices
(LumCD61*) et une population de cellu-
les différenciées (LumCD617), nous avons
étudié le role de Gata-3 lors de la déter-
mination cellulaire luminale. L'expression
de Gata-3 augmente graduellement au
cours de la différenciation, passant d'un
niveau faible dans les CSMa a un niveau
élevé dans les cellules luminales matu-
res. De fagon intéressante, I'absence de
Gata-3 au cours de la puberté (MMTV-
cre/Gata-3%) induit un blocage de la
différenciation des cellules progénitrices
LumCD61" en cellules matures LumCD61"

(D24'CD29"°CD61-
EROL’
CD24'CD29'°CD61'
ERoL” canaliculaire

(D24'CD29"CD61*

S progemteu o
[ O M O luminal alvéoaire

cellule ‘%“‘1

souche

progéniteur

myoépithélial ‘gmj’

yoépithélial

Figure 2. Modéle proposant une hiérarchie cellulaire dans la glande mammaire et indiquant le

réle clé de Gata-3 (barres rouges : inactivation conditionnelle) pour la différenciation des pro-

géniteurs luminaux.
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(Figure 1B). De plus la surexpression de
Gata-3 dans les CSMa induit I'expression
de protéines du lait en I'absence de sti-
mulation par la prolactine.

Ainsi Gata-3 est un facteur critique pour
la différenciation cellulaire vers une
destinée luminale.

Origine cellulaire des cancers du sein
Les implications cliniques de ce travail
peuvent étre importantes. Des études
de microarray ont permis de subdivi-
ser les cancers du sein en cing grandes
familles ([8, 9], et voir I'article récent de
€. Charaffe-)auffret et al. dans Médecine/
Sciences [10]). Le phénotype « luminal »
(subdivisé en groupes A et B) représente
la grande majorité des cancers du sein.
Ce type de cancer est ERA'PR*, exprime
de forts niveaux de Gata-3 et possede un
meilleur pronostic. Les autres sous-types
sont appelés «normal-like », «basal »
(EROUPRErbB27) et ErbB2*. Le phénotype
“basal” présente le pire pronostic. Lexis-
tence de ces différences phénotypiques
suggere une origine cellulaire différente
pour chaque type de cancer. Nous avons
montré que les CSMa possedent des carac-
téristiques phénotypiques du sous-type
basal (ERoL"PRErbB27) pouvant suggérer
que les CSMa sont les cibles de muta-
tions oncogéniques induisant ces tumeurs
[11]. Ces derniéres pourraient également
avoir pour origine un progéniteur bipotent
(luminal et myoépithélial), un progéniteur
luminal encore non différencié, une cellule
épithéliale luminale ayant perdu I'activité
de Gata-3 et ainsi perdu I'expression de
€RaL et de marqueurs luminaux, ou encore
une cellule du lignage myoépithélial.

Nos travaux montrant le rdle critique de
Gata-3 pour la différenciation des cellules
luminales normales pourraient expliquer
pourquoi les tumeurs luminales ERQ”,
exprimant de forts niveaux de Gata-3,
sont plus différenciées et, de ce fait, ont
un meilleur pronostic. L'origine de ces
tumeurs peut également étre variée. Une
petite proportion seulement des cellules
progénitrices LumCD61" expriment ERL
tandis que la majorité des cellules dif-
férenciées sont ERaL™. Ces tumeurs pour-
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raient provenir de cellules progénitrices
ou de cellules différenciées ayant acquis
une capacité proliférative.

’ensemble de ces questions reste en sus-
pens et I'identification d’une hiérarchie
cellulaire mammaire dans le tissu humain
pourra apporter certaines réponses. ¢
Mammary stem and progenitor cells:
critical role of the transcription

factor Gata-3
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Mutations de amphiphysine 2
(BIN1) dans les myopathies
centronucléaires récessives

Anne Toussaint, Anne-Sophie Nicot,
Jean-Louis Mandel, Jocelyn Laporte

>Les myopathies centronucléaires (CNM)
sont des myopathies rares caractérisées par
I'apparition d’une hypotonie associée a une
histologie anormale des fibres musculaires
squelettiques, avec présence de noyaux en
position centrale (Figure1). Les CNM sont
classiquement répertoriées en trois formes:
la forme liée au chromosome X aussi appelée
myopathie myotubulaire qui est la plus fré-
quente et la plus sévere avec une hypotonie
généralisée néonatale, la forme intermé-
diaire autosomique récessive apparaissant
dans 'enfance, et la forme autosomique
dominante la plus |égeére apparaissant a
I’dge adulte avec une hypotonie lentement
progressive [1]. Des mutations dans le géne
codant pour la myotubularine (MTM1) sont
responsables de la forme liée au chromo-
some X [2], et des mutations dans la dyna-
mine 2 (DNM2) ont été identifiées dans
la majorité des cas de CNM autosomiques
dominantes [3]. La myotubularine est une
phosphatase a phosphoinositides impliquée
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dans le trafic membranaire
et I’endocytose. La dyna-
mine 2 est quant a elle une
grande GTPase dont le rdle
est également important
pour I"endocytose, le tra-
fic membranaire mais aussi
I'assemblage des filaments
d’actine et la fonction du
centrosome [4]. Lidenti-
fication de ces deux genes
suggérait que les myopathies
centronucléaires seraient
liées, au moins en partie,
a des défauts du trafic
membranaire. €n revanche
aucun gene impliqué dans
les formes autosomiques
récessives n’avait encore été
identifié a ce jour.

Les patients atteints de
CNM autosomiques réces-
sives présentent une fai-

Figure 1. Immuno-marquage a I’hématoxyline-éosine d’une

coupe transversale de muscle d'un patient atteint de myopathie
centronucléaire récessive (muté dans le géne BIN1). La majorité
des fibres musculaires présente une localisation anormalement

centrale des noyaux (violet) (© photo : Anders Oldfors).



