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> La toxine botulique de type A est l’un 
des poisons les plus puissants connus 
à ce jour. Elle agit en bloquant la libé-
ration de neurotransmetteurs et son 
action au niveau des jonctions neuro-
musculaires cause une paralysie flasque 
pouvant causer la mort par asphyxie à 
fortes doses. Cette toxine est efficace 
à de très faibles quantités et son action 
est de longue durée, de l’ordre de plu-
sieurs mois. Ces propriétés expliquent 
qu’elle ait été utilisée pour bloquer les 
jonctions neuromusculaires de manière 
ciblée via des injections locales. Ainsi la 
toxine botulique de type A (commercia-
lisée sous les noms de Botox, Dysport, ou 
Xeomin) est utilisée en clinique pour des 
applications de plus en plus nombreuses 
(strabisme, dystonies, spasticité, etc.) 
ainsi qu’en chirurgie esthétique [1]. 
Cependant, la toxine botulique de type 
A peut également bloquer d’autres types 
de synapses, notamment des synapses 
du système nerveux central [2]. Ainsi, la 
toxine botulique de type A, ou une toxine 
chimérique, a été utilisée pour lutter 
contre la douleur secondaire à des neu-
ropathies via l’inhibition des neurones 
sensitifs périphériques [1]. L’injection 
ciblée de toxine botulique de type A 
dans le système nerveux central pour-
rait donc représenter une nouvelle ère 
thérapeutique potentielle, comme cela 
a été proposé pour l’injection de toxine 
botulique de type E dans le blocage des 
symptomes épileptiques dans un modèle 
animal [3].
Cependant, sa forte toxicité explique 
que très peu de laboratoires sont équi-
pés pour produire la toxine botulique de 
type A, ce qui a retardé le développe-
ment de cet outil pour des applications 

en neurobiologie et en médecine. Afin de 
contourner ces problèmes, nous avons 
récemment développé une méthode qui 
permet de produire une toxine botuli-
que de type A active sur les synapses 
du système nerveux central, mais non 
toxique, par l’assemblage de deux sous 
unités de la protéine via un module 
d’assemblage formé de protéines SNARE 
(soluble N-ethylmaleimide fusion pro-
tein attachment protein [SNAP] recep-
tor) [4].

Utilisation des protéines SNARE 
comme modules d’assemblage
Les protéines SNARE sont impliquées 
dans les phénomènes de fusion mem-
branaire [5, 11, 12]. L’interaction de 
quatre domaines SNARE aboutit à la 
formation d’un complexe hétéroméri-
que qui joue un rôle essentiel dans les 
phénomènes de fusion [6]. Dans le cas 
des neurones, les complexes SNARE sont 
formés de trois protéines : SNAP-25, 
qui a deux domaines SNARE, la syn-
taxine et la synaptobrévine, qui ont 
chacune un domaine SNARE. Bien qu’in 
vivo le complexe SNARE soit dissocié par 
une ATPase, il est caractérisé, in vitro, 
par sa stabilité et sa résistance à des 
agents dénaturants forts tels que l’urée 
ou des détergents comme le SDS [7]. 
Ces propriétés exceptionnelles nous ont 
conduits à utiliser les domaines SNARE 
comme modules d’assemblage. Nous 
avons démontré leur efficacité dans 
cette stratégie en liant de manière sta-
ble une enzyme, la glutathion S trans-
férase (GST), fusionnée à la synap-
tobrévine, à une surface portant une 
syntaxine, en présence de SNAP25 [8]. Il 
a par la suite été possible d’utiliser ces 

modules d’assemblage pour rassembler 
des unités fonctionnelles de protéines.

Assemblage d’une toxine botulique 
de type A fonctionnelle à partir de 
composants inactifs
La toxine botulique de type A est syn-
thétisée de manière naturelle sous 
forme d’une protéine de 150 kDa. Elle 
est activée par un clivage protéolytique 
qui génère une chaîne légère et une 
chaîne lourde qui restent assemblées 
par un pont disulfure (Figure 1). La 
chaîne légère est le domaine catalytique 
de la toxine, tandis que la chaîne lourde 
est constituée d’un domaine de translo-
cation et d’un domaine carboxy-termi-
nal qui sert de domaine de liaison aux 
récepteurs (Figure 1). La structure de 
la protéine en cristallographie a montré 
que les trois domaines forment des uni-
tés structurales distinctes [9].
Afin de pouvoir utiliser les domaines 
SNARE pour assembler deux parties 
de la toxine botulique de type A, nous 
avons choisi de fusionner d’une part le 
domaine de liaison aux récepteurs de 
la toxine botulique à la synaptobrévine 
(qui contient un domaine SNARE), et 
d’autre part le domaine catalytique et le 
domaine de translocation à SNAP25 (qui 
contient deux domaines SNARE) [4]. Le 
site de clivage naturel par la trypsine 
entre les domaines catalytique et de 
translocation, nécessaire à l’activation 
de la toxine, peut être mimé par l’addi-
tion d’un site de clivage par la thrombine 
(Figure 1). Les deux protéines peuvent 
être produites de manière recombinante 
dans Escherichia coli et purifiées par des 
techniques de biochimie classiques. En 
incubant les deux produits recombinants 
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Figure 1. Représentation sché-
matique de la toxine botulique 
de type A native et réassemblée 
en utilisant les protéines SNARE 
comme modules d’assemblage. 
A. Représentations montrant les 
trois domaines fonctionnels de 
la toxine botulique de type A : à 
gauche, représentation adaptée 
de la structure cristallographi-
que de la toxine (PDB 3BTA), 
à droite, représentation de la 
séquence polypeptidique, mon-
trant le pont disulfure liant la 
chaîne légère à la chaîne lourde 
de la toxine. B. Représentation 
des domaines de la toxine botu-
lique de type A fusionnés aux 
protéines SNARE : domaine cata-
lytique et domaine de translo-
cation fusionnés à SNAP25 et 

domaine de liaison aux récepteurs fusionné 
à la synaptobrévine. C. Représentation de la 
toxine botulique de type A reconstituée en 
utilisant les protéines SNARE comme modu-
les d’assemblage.

domaine de liaison aux récepteurs de la 
toxine botulique de type A par d’autres 
domaines de liaison aux récepteurs (par 
exemple des neuropeptides ou des fac-
teurs de croissance). Cette approche 
devrait permettre de former de manière 
modulaire divers types de toxines chimé-
riques et de cibler certaines populations 
spécifiques de neurones, ce qui pourrait 
augmenter le nombre d’applications de 
ces toxines en recherche biomédicale et 
en clinique [1]. ‡
A modular and non pathogenic type A 
botulinum toxin
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alors que la toxine native cause la mort 
des animaux en quelques heures quand 
elle est injectée à une dose de 2 ng/kg 
[10]. Ces résultats soulignent l’intérêt 
de la toxine chimérique. Cependant, 
la différence de toxicité entre toxine 
native et chimérique reste pour l’ins-
tant inexpliquée ; elle pourrait être 
due à la moindre efficacité de la toxine 
assemblée sur les jonctions neuromus-
culaires.

Conclusion
Nos résultats montrent qu’il est possible 
de synthétiser une toxine botulique de 
type A sous forme de deux composants 
non toxiques qui récupèrent la plupart 
des propriétés de la toxine native après 
réassemblage. Cette approche, qui per-
met de former une toxine modulaire, pré-
sente plusieurs avantages : (1) il est pos-
sible de purifier les fragments de toxine à 
partir de cultures bactériennes classiques 
en toute sécurité ; (2) il est très facile de 
réassembler une toxine qui est aussi effi-
cace que la toxine native sur les synap-
ses du système nerveux central ; (3) la 
toxine réassemblée présente des risques 
de létalité diminués. De plus, l’utilisation 
des protéines SNARE comme modules 
d’assemblage permettra de remplacer le 

en présence de syntaxine, les trois pro-
téines SNARE peuvent former un com-
plexe et de ce fait assembler le domaine 
catalytique au domaine de liaison aux 
récepteurs (Figure 1) pour former une 
toxine fonctionnelle.

Propriétés de la toxine botulique 
assemblée
L’efficacité de la toxine chimérique 
a été testée dans divers modèles. Il 
apparaît que la toxine assemblée et 
la toxine naturelle sont actives à des 
concentrations similaires sur des neu-
rones hippocampiques en culture et 
pour inhiber la libération de neuro-
transmetteurs dans les synapses du 
système nerveux central [4]. En revan-
che, pour une raison inconnue, la toxine 
assemblée se révèle moins active que 
la toxine native pour bloquer les jonc-
tions neuromusculaires. Cette diffé-
rence pourrait être due au fait que la 
toxine assemblée est plus volumineuse 
que la toxine native et serait donc 
moins apte à atteindre les sites des 
jonctions neuromusculaires [4]. De 
plus, une étude récente a montré que 
la toxine assemblée n’entraîne pas de 
létalité quand elle est injectée à des 
souris, même à des doses de 200 ng/kg, 
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Le cofacteur transcriptionnel TIF1g
TIF1 (transcription intermediary factor 
1 gamma) appartient à la famille des 
corégulateurs transcriptionnels TIF1. Son 
rôle est majeur au cours de l’embryo-
genèse puisque sa délétion génique est 
létale [1, 2]. Chez le poisson zèbre, une 
mutation du gène tif1 perturbe spéci-
fiquement l’hématopoïèse embryonnaire 
et adulte [3, 4]. Différentes fonctions de 
TIF1 ont été décrites également au cours 
de l’hématopoïèse, tant chez la souris 
que chez l’homme. Il agit positivement 
sur la différenciation érythroïde humaine 
[5], module l’élongation pendant la 
transcription des gènes érythroïdes [6] 
et réprime l’activité transcriptionnelle 
de Scl (stem cell leukemia)/Tal-1 (T-cell 
acute lymphocytic leukemia-1) et de 
Spi-1 (spleen focus forming virus pro-
viral integration site-1)/Pu.1 (purine 
rich box.1) [7, 13]. Afin d’étudier le rôle 
de Tif1 dans l’hématopoïèse murine 
adulte, nous avons généré des souris nul-
lizygotes conditionnelles c-FES (cellular-
feline sarcoma oncogene)-cre (cycliza-
tion recombinase)/Tif1 Tif1Δ/Δ dans 
lesquelles ce gène est spécifiquement 
inactivé dans les cellules hématopoïéti-
ques [8].

Délétion conditionnelle de Tif1g dans les 
lignées hématopoïétiques chez la souris
L’analyse de l’hématopoïèse de ces sou-
ris c-FES-cre/Tif1 Tif1Δ/Δ montre une 
altération profonde de la répartition des 
cellules immatures de la moelle : le nombre 
de LT-HSC (long-term hematopoietic stem 
cell) est diminué, les nombres de ST-HSC 
(short-term hematopoietic stem cell) et de 
MPP (multipotent progenitor) sont augmen-
tés. En aval, on note une baisse du nombre 
de CMP (common myeloid progenitor) et 
une expansion sélective du compartiment 
des GMP (granulocyte-monocyte progeni-
tor) aux dépens des MEP (megakaryocyte-
erythroid progenitor) [8] (Figure 1). À 
partir de l’âge de 6 mois, les souris Tif1Δ/Δ 
présentent une hypercellularité médullaire 
due à une hyperplasie monocytaire, et une 
splénomégalie, parfois accompagnée d’une 
hépatomégalie, résultant d’une infiltration 
de cellules myéloïdes proliférant active-
ment. Ces caractéristiques miment ce qui 
est observé dans la leucémie myélomono-
cytaire chronique (LMMC) humaine.

La leucémie myélomonocytaire 
chronique (LMMC)
La LMMC est une pathologie clonale de la 
cellule souche hématopoïétique condui-

sant à une prolifération de monocytes qui 
s’accumulent dans la moelle, le sang et 
la rate, et provoquent une inhibition pro-
gressive de l’hématopoïèse normale. Elle 
est classée par l’organisation mondiale de 
la santé dans la catégorie des syndromes 
myélodysplasiques/myéloprolifératifs.
Une anomalie cytogénétique clonale est 
retrouvée dans les cellules de 40 % des 
patients, mais aucune n’est spécifique de 
la maladie. La fréquence des disomies uni-
parentales a révélé un certain nombre de 
mutations somatiques dans le clone leucé-
mique. Les plus fréquentes (30 à 60 % des 
patients) concernent les gènes TET2 (tet 
oncogene family member 2) [9], RUNX1 
(runt-related transcription factor 1) et 
ASXL1 (additional sex combs like 1). Des 
mutations des gènes RAS (rat sarcoma viral 
oncogene) et C-CBL (Casitas B-lineage lym-
phoma) sont moins fréquentes (10 à 30 %), 
celles de JAK2 (Janus kinase 2), FLT3 (FMS-
like tyrosine kinase 3), IDH1 (isocitrate 
dehydrogenase 1), IDH2, EZH2 (enhancer of 
zeste homolog 2), UTX (ubiquitously trans-
cribed tetratricopeptide repeat, X chromo-
some), DNMT3A (DNA méthyltransferase 3A) 
et certains acteurs moléculaires de la voie 
NOTCH sont beaucoup plus rares (< 10 %). 
De multiples combinaisons sont possibles, 
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