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RÉSUl'lÉ

La glycoprotéine biliaire (BGP) fait partie de la famille des antigènes

carcinoembryonnaires~ elle-mème incluse dans la superfamille des immunoglobulines

(lg). BGP est régulée à la baisse dans plusieurs types de carcinomes. L'équivalent chez

la souris du BGP humain est Bb'? 1. C'est une protéine membranaire qui est exprimée

dans un grand nombre de cellules épithéliales et endothéliales ainsi que dans plusieurs

cellules du système immunitaire. Bgp1 est une molécule d'adhérence intercellulaire et

peut agir comme suppresseur de tumeur. Ses lonctions physiologiques demeurent

toutefois imprécises. Les études histoimmunochimiques de son Inode d'expression

durant le développement embryonnaire de la souris présentées dans ce mémoire

suggèrent que cette protéine joue un rôle dans la différenciation des cellules épithéliales~

dans la morphogénèse du tractus digestiC dans les processus embryonnaires de

sécrétion/réabsorption, dans la myogénèse et dans les interaction épithélio­

mésenchymateuses. Nous avons tenté de produire des cellules de souche embryonnaire

de souris bgpl -:-/-, qui serviraient ultimement à générer des souris h1!PI -!-. dans le but de

clarifier le rôle physiologique de Bgp 1. Les résultats des études sur l'expression de cette

protéine durant le développement embryonnaire sont très utiles pour établir des stratégies

d'analyse des souris mutantes lorsque celles-ci seront disponible.



( ABSTRACT

The biliaf)' glycoprotein (BGP) is a member of the carcinoembryonic antigen

(CEA) family, a subgroup of the immunoglobulin superfamily. BGP is do\vn-regulated

in many carcinomas. The mouse homolog of human BGP is Bgpl. It is a membrane­

bound protein expressed in many types of epithelial and endothelial cells as weil as in

cells of the immune system. [t functions 111 vllro as a cell adhesion molecule and can act

as a tumor supressor. However, its physiologicaI functions remain unclear.

(
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HistoimmunochemicaI studies of ilS expression pattern during development suggest that

Bgpl is active in epithelial differentiation, gut morphogenesis, absorptionlreabsorption

processes, myogenesis and mesenchymaI-epithelial interactions. In order to test further

the physiological functions of this protein. we have attempted to produce hgp 1 +/- mouse

embryonic stein eeUs. \\'hich would have later been used to generate bgp 1 -/- mice. The

results from the developmentaI studies \vill be extremely usefui in the analysis of the

bgp1 -/- mice phenotype. when these mice become available.

Il
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( PRÉFACE

Le manuscrit intitulé "Rôles des antigènes carcinoembryonnaires dans l'initiation

et la progression tumorales" présenté au chapitre 1 de ce mémoire a été accepté pour

publication dans la revue Alédec/lle ..."cience en 1997, dans le cadre d'un numéro spécial

sur la recherche effectuée à l'Université McGi11. Ma contribution à cet article de revue

consiste en la préparation du manuscrit, qui fut révisé et corrigé par Nicole Beauchemin.

Cet article de revue, qui présente les principaux membres de la tàmille des antigènes

carcinoembryonnaires, tient lieu d'introduction à ce mémoire.

L'article scientifique intitulé "Biliary glycoprotein expressIon during

(

(

embryogenesis: correlation \Vith events of epithelial differentiation, mesenchYlnal­

epithelial interactions, absorption and myogenesis" reproduit au chapitre :2 de ce

mémoire fut publié dans la revue Deve/opnwlllal !)Yllanzu.:s 1996~ 206: 272-290. Cet

article est le résultat du travail accompli par Dr Eugene Daniels dans le laboratoire de

Nicole Beauchemin pendant une année sabbatique. Il a effectué la majorité des analyses

immunohistochimiques, en a analysé les résultats et a participé à l'élaboration du

manuscrit. Claire Turbide a participé à l'étude par RT-PCR de l'expression de l'ARNm

de bgpl chez les embryons de souris présentée à la figure 1 de l'article. N. Kuprina, T.

Rudinskaya et A.C. Yazova d'une part, ainsi que K. Holmes d'autre part nous ont foumi

respectivement les anticorps monoclonaux spécifiques à Bgp 1 AgB 10 et CC 1. G.S.

Dveksler mit à notre disposition les protéines Bgp 1 mutantes qui servirent à caractériser

les anticorps. Nicole ·Beauchemin a également participé à l'étude par RT-PCR de

XIV
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l'expression de l'ARNm de hgp 1 chez les embryons de souris et est responsable de la

rédaction de cet article. Ma contribution à ces résultats consiste en l'étude des épitopes

reconnus par les anticorps utilisés dans les analyses hisloimmunochimiques ainsi quten

ma participation à ces analyses histoimmunochimiqucs sous la supervision de Eugene

Daniels. Les résultats présentés dans cel article sont essentiels pour l'analyse des souris

hgp 1 -/-, dont la génération est abordée au chapitre 3 de ce mémoire.

Le chapitre 3 de ce mémoire rapporte les expériences non-publiées que j'ai

effectuées pour générer les cellules de souche embryonnaire de souris hgp 1 -, -, qUI

auraient éventuellement servi à la production de souris hgp 1 -/-. Je fus la principale

responsable de l'exécution de ces expériences, sous la supervision de Nicole

Beauchemin.

Les cinq paragraphes suivants sont extraits des règlements de la Faculté des

Études Graduées et de la Recherche de l'Université McGi11. Ils doivent être reproduits

intégralement dans la préface d'un mémoire.

"Candidates have the option of including, as part of the thesis, the text of a

paper(s) submitted or to be submitted for publication. or the c1early-duplicated text of a

published paper(s). These texts must be bound as an Integral part of the thesis.

If this option is chosen. connecting lexts that provide logical bridges between the

different papers are mandatory. The thesis must be written in such a way that it is more

than a mere collection of manuscripts~ in other \vords., results of a series of papers must

be integrated.

xv
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The thesis must still conform to ail other requirements of the "Guidelines for

Thesis Preparation". The thesis must include: A Table of Contents~ an Abstract in

English and French~ an introduction which c1early states the rationale and objectives of

the study~ a comprehensive review of the literature~ a final conclusion and summary~ and

a thorough bibliography or reference list.

Additional material must be provided where appropriate (e.g. in appendices) and

in sufficient detail to allow a clear and precise judgement to be made of the importance

and originality of the research reported in the thesis.

In the case of manuscripts co-authorcd by the candidate and others, the candidate

is required to make an explicit statement in the lhesis as 10 who contribulcd to such work

and to what extent. Supervisors must attest to the accuracy of such statements at the

doctoral oral dcfense. Since the lask of the examincrs is made more difticult in these

cases~ it is the candidate's interest to make perfectly c1ear the responsabilities of ail the

authors of the co-authored papcrs. Under no circumstanccs can a co-author of any

component of such a thesis serve as an exaaniner for that thesis.
u
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CHAPITRE 1: INTRODUCTION

RÔLES DES A~TIGÈSES CARCINOEMBRYONNAIRES DA~S L'INITIATION
ET LA PROGRESSION TUMORALES

Un manuscrit de Stéphanie Létoumeau et Nicole Beauchemin accepté pour publication
par la revue !vfédecine Science.
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Les membres de la famille de Itantigène carcinoembryonnaire (CEA) tont partie de la

superfamille des Imnumoglobulines. Ces protéines sont fortement glycosylées et certaines sont

liées à la membrane cytoplasmique alors que d'autres sont sécrétées. L'e:\.-pression de plusieurs de

ces protéines est modulée dans les cellules cancéreuses. CE.-\. le prototype de la famille. est

régulé à la hausse dans les cellules tumorales: cette hausse en fait un marqueur de twneur utilisé

depuis trente ans en oncologie et un outil pour de nouvelles approches diagnostiques et

thérapeutiques. La glycoprotéine biliaire (BG?). un autre membre de la famille. est régulée à la

baisse dans les tumeurs et peut agir comme suppresseur de tumeur. ce qui en fait un bon candidat

pour la thérapie génique. Ces deLLx protéines sont impliquées dmts Itadhérence cellulaire et cette

fontion serait en partie responsable de la réorganisation tissulaire pendant la période

embryonnaire. Les protéines spécifiques à la grossesse (PSG) se retrouvent dans les cellul~

rrophoblastiques du placenta .et servent de marqueurs d'anomalies pendant la période de la

grossesse. Les membres de la famille carcinoembryonnaire connibuent donc au processus

turnorigénique et métastatique des cellules cancéreuses en utilisant des mécanismes d'action

différents.

l
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English tide: ROLES OF CARCINOEMBRYONIC ANTIGENS IN TUMOR

[\1TL~TION Al'iD PROGRESSION

The Carcinoembryonic Antigen (CEA) gene family belongs to the lmmunoglobulin gene

superfamily. This famil)' is di\ided in t\vo protein subgroup~ sorne of these proteins being

rnembrane-bound while others are secreted. ln this re\iew. we will discuss CEA (the family

prototype). the Biliairy Glycoproteins (BGP) and the Pregnancy Specifie Antig.ens (PSG). CEA

is a rnembrane-associated glycoprotein expressed mainly in the gut epitheIiwn and is up-regulated

in tumor cells. It has been used in the last thirty years as a turnor marker. It functions /11 \'üro as a

eell adhesion molecule and a differentiation inhibitor. BGP. a membrane-bound protein. is

e:\:pressed in many types of epithelial and endoth~lial ceUs as well as in cells of the immune

system. It is do\\n-regulated in many careinomas. BGP functions ln \'t/ru as a cell adhesion

moiecule and acts as a twnor suppressor which is presently tesred for use in gene therapy. PSGs

are mainly expressed by trophobl(blÎc eeUs during pregnancy. These proteins are aIso

overexpressed in many twnors of trophoblastic origin. The family of CEA proteins exhibit

similarity ofstrucnrre but disparity of functions and contribute to turnorigenesis and metastasis by

different mechanisms.

2
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En 1965. les docteurs Phil Gold et Samuel Freedm~ de l'Université l\kGilL découvrirent

une protéine de haut poids moléculaire. fortement glycosylée.. qu'ils nommèrent antigène

carcinoembryonnaire (CEA). Cette protéine est exprimée abondamment dans les twneurs de

côlon et dans le côlon foetal et en faible concentration dans le côlon adulte nonnal [1]. Par

contre. comme le CEA est surexprimé jusqu'à 60 fois dans les tumeurs du côlon et se trouve

libéré dans le sérwn. sa concentration sérique est utilisée cliniquement pour le sui\; thérapeutique

des patients cancéreu.x [2].

On sait maintenant qu'il existe chez l'hwnain plusieurs protéines très similaires au CEA.

L'analyse des structures primaires et secondaires de ces protéines permet de mettre en Iwnière

leurs points communs (Figwe 1). Elles sont constituées d'un domaine N-terminal de 108 à 110

acides aminés similaire au.x domaines variables des unmunoglobulines (Ig). et d'un certain

nombre de domaines (nommés An: 92 acides aminés et Sn: 86 acides aminés). homologues au.x

domaines constants des 19. Le nombre de domaines Ig constants varie de 0 (CG~17) à 6 (CEA)'

Le domaine extracellulaire de ces protéines est fortement glycosylé (CEA: 28 sites de

glycosylation liés à l'asparagine. BGP: 16 sites de g.Iycosylation) [1]. La fmnille des gènes CE.-\.

fait donc partie de la superfamille des inununogiobulines. Cette superfamille comprend entre

autres. les immunoglobulines.. les récepteurs antigéniques des l)mphoC)tes T et des molécules

d'adhérence intercellulaire telles que r\-CMl [2].

Ces protéines proviennent de la transcription de 19 gènes tonnant la famille des gènes (LA

(trois sont des pseudogènes). Ces gènes peuvent être divisés en delLx sous-groupes (Figure 1). Le

premier groupe. de neuf membres. produit des protéines liées B la surface cellulaire par un lien

phosphatidyl inositol (ex. CEA) ainsi que des protéines membranaires possédant un domaine

cytoplasmique (ex. Glycoprotéine Biliaire. BGP). Le second groupe. qui comprend 17 membres

collectivement appelés PSG (Pregnancy-Specific Glycoproteins). produit des protéines sécrétées.
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Les gènes de chaque sous-groupe présentent de 80 à 95% d'homologie entre eux.. alors que les

sous-groupes sont homologues de 65 à 75% entre eu.x [2].

Chez l'humain. les gènes de la famille CEA sont regroupés sur le bras long du chromosome

19. dans la région 19q13.1-19q13.3 (Figure 2). La sous-famille des gènes PS(i est regroupée

dans la partie distale de cette région. Les gènes HG? et P....;C; ont été retrouvés chez l'hwnain. les

primates. le rat et la souris alors que le gène (ï::-4 se retrouve chez l'humain et les primates

seulement. Des études de comparaisons par ordinateur simulant l'évolution ont démontré que la

famille CE.-\ provient de l'amplification d'un gène primordial (probablement très similaire à

BG?). qui a donné naissance. assez tôt dans l'évolution des mammifères.. à la branche PS'(i de la

famille. et.. plus tard au gène (~E-4 et au.x membres de [a tàmille liés à la membrane par un lien

phosphatidyl inositol [2].

L'organisation génomique est bien conservée au sein de la famille CEA (Figure 3). La

structure prototypique est constituée d'un premier exon qui comprend une région 5' non-traduite

(S'NT) et environ [es deux tiers de la région leader (L: traduite. celle-ci pennet l'introduction de [a

protéine dans le rériculwn endop[asmique et sera clivée dans la maturation de la protéine). Le

deuxième exon est composé du reste de la région leader et de la région \Î-terminale (~). Suivent

un nombre variable d'exons. chacun codant pour un domaine A ou B. On trou\'e ensuite soit un

domaine permettant le lien lipidique à la membrane (M). soit un domaine transmembranaire

(n-1) sui\1 d'exons comprenant les domaines cytoplasmiques (C~t). soit pour les protéines

sécrétées. un domaine C-terminal (C). le tout suivi d'exons comprenant la région 3'non-traduite

(3'~T). L'épissage alternatif du gène BG? permet l'expression de plusieurs isofonnes (douze

chez l'hwnain). variant tant par le nombre de domaines 19 dans leur portion ~'tracellulaire que par

[a séquence de leur domaine cytoplasmique (2].

L'homologie entre les gènes de la famille CEA se reflète aussi dans leurs promoteurs: les 500

,
<-:
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pb en amont du site d'initiation de la transcription sont homologues à environ 70~'O. L'homologie

(79~'o) entre les promotems de BGP et ('liA s'étend jusqu'à 1100 pb en amont du site d'initiation

de la transcription. Les promoteurs des gènes de la famille CEA sont dépourvus de boites TATA

ou CAAT classiques. Par contre. les différents membres de la famille ont des patrons

d'expression différents (voir ci-dessous). et ces différences sont régulées en partie au niveau

transcriptionnel. En effet. de longues portions des promoteurs. en amont des régions

homologues. sont différentes entre elles. Plusieurs facteurs de transcription interagissent avec le

promoteur de chacun de ces gènes (CE'l: lJSf et SpI: BGP: CSF et H~F-4)[3.4]. Il est donc

probable qu'au cours de l'évolution. ces protéines. relativement semblables au niveau de leur

structure. aient développé des fonctions différentes. nécessitant des localisations tissulaires

différentes. Les promoteurs.. assez conservés dans certaines régions. sont par contre très

dissemblables dans d'autres.. permettant ainsi des modes d'expression différents.

!\jous nous pencherons plus particulièrement après ce bref SUf\'ol de la famille des gènes

CEA sur trois de ses membres.. soit le CEA. le BGP et enfin sur les PSG.

k~TIGENE CARCINOE~IBRYONNAIRE (CEA)

Le CEA.. prototype de la famille. est lUle protéine d'en\iron 180 à 200 kDa Près de 60~o de

son poids moléculaire est constitué d'hydrates de carbone. La fonction physiologique de cette

protéine reste encore imprécise. ~ous présenterons ici l'antigène carcinoembryonnaire en

décrivant son mode d'expression. ses fonctions connues et les utilisations et possibilités cliniques

de cette protéine.

Chez l'adulte. cette protéine est exprimée principalement dans certaines portions du tube

digestif On la retrouve à la sunace apicale des cellules de l'épithéliwn de la langue. de la portion

distale de l'oesophage. de l'estomac. du petit int~ du côlon et du reennn [5]. Le CEA est
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présent à la surface des microvillosités des cellules cylindriques absorptives et des cellules à

gobelet du petit intestin et du côlon ainsi que dans le mucus produit par ces dernières [6].

L'épithélium du côlon fonne des cryptes au fond desquelles se trouvent des cellules progénitrices

qui prolif"erent activement pour renouveler l'épithéliwn et ce. mème pendant la vie adulte.

L'expression du CEA dans ces cellules est faible. Plus haut dans la crypte et à la surface de

l'épithéliUITL l'expression du CEA augmente. Dans des conditions nonnales. chez l'adulte. cette

glycoprotéine est toujours exprimée à la surface apicale des cellules épithéliales: on ne la retrouve

pas à la membrane basolatérale [6].

L'antigène carcinoembryonnaire apparait chez le foetus vers la ge semaine. dans le

duodénwn et le côlon [5]. Son mode d'e:\.-pression durant le développement est similaire à celui

retrouvé chez l'adulte. Il est intéressant toutefois de remarquer qu'au moment où cet antigène

commence à ètre exprimé dans l'épithéliwn du côlon. celui-ci n'est pas encore stratifié. Cene

protéine est alors présente sur toute la surface de la membrane cellulaire. La structure épithéliale

mature et les microviIIosités n'apparaîtront qu'au cours du second nimestre du développement

embryonnaire et coincideront avec la restriction du CEA au domaine apical de la cellule. On peut

donc supposer un lien entre la localisation cellulaire du CEA et le degré de différenciation de la

cellule. Cette corrélation sera renforcée. on le verra ci-dessous. par l'ex'"Pression du CEA dans les

cellules cancéreuses.

En 1987, notre équipe procéda au clonage de l'ADNe du CEA. [7]. Ceci pennit l'utilisation

des techniques de biologie moléculaire dans l'élucidation de ses fonctions. Le CEA étant localisé

à la membrane cellulaire et faisant partie d'lUle superfamille dont plusieurs membres sont

impliqués dans des processus de reconnaissance intercellulaire et d'adhérence. il était tentant de

postuler que le CEA est une molécule d'adhérence intercellulaire. En 1989. le laboratoire de

Clifford Stanners a démontré que des cellules ovariennes de hamster (LR-73. dépourvu~ tie

6
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CEA) transfectées avec l'ADNe du CE.., fonnent des grappes de cellules alors que [es ceUules

parentales restent isolées. La fonnation de ces grappes est inhibée de façon spécifique par des

fragments Fab d'anticorps anti-CEA [8]. L'antigène carcinoembryonnaire est capable d'adhérence

homotypique (CEA-CEA) et hétérotypique avec d'autres membres de [a famille CE:\.

(CEA-BGP. CEA-NCA)[9]. Des études subséquentes ont démontré que les domaines du CE:\.

impliqués dans l'adhérence sont les domaines N-terminaI et A383- selon un modèle dénonuné:

"double réciprocité" (Figure 4). Ce modèle fut confumé par l'inhibition de l'adhérence en

présence de peptides dérivés de ces domaines [10). Les modulations de l'adhérence intercellulaire

représentent Wl événement imponant du développement embryonnaire et de la turnorigénèse. Le

mode d'expression du CEA et sa capacité à assurer l'adhérence cellulaire In ,'itra suggèrent que le

CEA joue un rôle dans ces phénomènes.

Plusieurs souches de bactéries E.co/J d'origine hwnaine adhèrent à [a protéine CEA et à

d'autres membres de la faInille exprimés dans le côlon (BGP. NCA)[ 11]. [) est possible que ces

glycoprotéines soient impliquées dans [a reconnaissance des bactéries présentes dans [a lwnière

du côlon et donc. dans la régulation de [a colonisation bactérienne de ['intestin.

La surexpression du CEA correspond à des situations où les cellules sont moins différenciées.

ce qui suggère un rôle pour le CEA dans le processus de la différenciation. Cene hypoÙlèse a été

vérifiée en étudiant l'effet de l'expression ectopique du CEA dans des ceUules myob[astiques de

rat (L6). Ces cellules peuvent se différencier In "llro en myotubes suite à un changement dans la

concentration des facteurs de croissance du milieu de culture. Les cellules myob[astiques L6

transfectées avec l'ADNe du CE4 ne peuvent se différencier. Ce phénotype est renversé dans des

conditions qui inhibent l'adhérence cellulaire assurée par le CEA [12]. Il semble donc que

l'inhibition de la différenciation des cellules L6 dépende entre autre de la capacité du CEA à

asstrrer la médiation de l'adhérence intercellulaire.

7
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La hausse de l'expression du CEA dans les tumeurs du côlon a été démontrée par

irrunWlohistochimie. par hybridation in s/tll ou par cytométrie de flLLX. Par exemple. une étude

d'hybridation m situ quantitative de seize cas d'adénocarcinomes du côlon montre une hausse de

2~6 fois de l'expression du CEA dans les cellules tumorales par rapport à cell~ du côlon nonnal.

Ces résultats ont été confinnés par immunohÏstochimie. De plus.. la localisation apicale du CEA

s'en trouve perturbée: on retrouve maintenant cette protéine sur toute la surface de la cellule ainsI

que dans l'espace intercellulaire [6] (Figure 5). Plusieurs hypothèses ont été formulées quant au

rôle possible du CEA dans la turnorigénèse. L:ne surexpression du CEA et une délocalisation

cellulaire pourraient inhiber la différenciation cellulaire. rvlais l'abondance du CEA pourrait aussi

modifier les propriétés adhésives des cellules de façon à favoriser la dissémination métastatique.

Le potentiel de croissance de tumeurs primaires de côlon transplantées dans des souris

irnrruUlologiquement déficientes est correlé avec le tau.x sanguin pré-opératoire du CEA du

patient [13]. De plus.. le potentiel métastatique d'une lignée cellulaire de carcinome colorectal

humain (S\V1222). testé par injection intrasplénique dans des souris immunologiquement

incompétentes. est augmenté par la transfection de l'ADNe du CE-l dans ces cellules [14]. La

capacité d'aggrégation des cellules tumorales est associée au potentiel métastatique. probablement

parce que des grappes de cellules seront plus facilement irrunobilisées dans la rnicrovasculature

(Figure 5). Le CEA favorise peut-ètre le développement des métastases par adhérence

homotypique. Par ailleurs. il existe des récepteurs spécifiques au CEA sur les cellules de Kupffer

dans le foie et sur les macrophages alvéolaires dans le pownon [15]. Le foie est un des sites les

plus fréquents d'implantation de métastases des tumeurs du colon: il est possible que l'arrêt et

l'implantation des cellules tumorales dans cet organe soient fa\·orisés par la liaison du CEA à ces

récepteurs. Le CEA jouerait donc lUI rôle important dans le processus métastatique de par sa

présence à la surface des cellules tumorales.
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Le talLX sanguin du CEA est généralement élevé chez les patients atteints de divers types de

twnems: côlon. sein. pownon. ovaires. etc. Toutefois.. comme la concentration de CEA dans le

sérum est également élevée dans d'autres situations. par exemple chez les fumeurs et dans les cas

de cirrhose alcoolique. on ne peut utiliser ce critère pour le dépistage des twneurs. Par contre.

une fois la tumeur diagnostiquée, le CEA devient un bon marqueur de l'évolution de la maladie.

Cliniquement il est utilisé post-chirurgicalement comme indicateur de récidive locale de la tmneur

ou lors de l'apparition de métastases. On exploite depuis une trentaine d'années cette propriété du

CEA dans le suivi des patients cancéreux (2].

La présence de CEA sur les ceUules tumorales est aussi utilisée pour le développement d'autres

méthodes diagnostiques et de traitements potentiels. Par exemple. des anticorps monoclonall.'X

anti-CEA marqués avec 131 [ sont utilisés à faible dose en immunoscintigraphie pour repérer les

tumeurs primaires ou les métastases (sensibilité: 86°/0 ) ou B plus haute dose pour traiter la twneur

par radiation [16]. Ces nouvelles méthodes sont prometteuses.

Le CEA semble avoir chez l'humain plusieurs fonctions imponantes qu'il serait plus facile de

pouvoir étudier dans un modèle animal. Suite au clonage de (-'EA.. notre groupe tenta de trouver

Iltomologue du CJ::-l chez la souris. l:n tel gène ne fut jamais trouvé et n'existe fon

probablement pas. Cette absence du CEA fut aussi constatée chez le rat et il semblerait que seuls

les primates exprimeraient un homologue du CEA bien qu'aucun gène de cette famille n'ait

encore été caractérisé de cette espèce. Des lignées de souris transgéniques exprimant le gène

complet du ('E-l ont récemment été créées: l'ex-pression du CEA chez ces mammiferes n'a donné

lieu à aucune malfonnation é\idente. ru à aucW1e déficience immunologique chez l'animal. n

semble donc que l'expression de cette protéine soit généralement bien tolérée dans ce système et

donc. ce nouveau modèle animal est maintenant utilisé pour le développement de vaccins

anti-eEA de même que pour l'évaluation de thérapies \·;sant le ciblage spécifiques des nuneurs

9
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exprimant le CEA.

GLYCOPROTEINES BILIAIRES (BGP)

Chez la souris. lm autre membre de la famille du CEA fut par contre découvert: il s'agit de

bgp L l'homologue du BGP humain [17]. A l'origine. BGP fut identifié comme un antigène

démontrant une réaction croisée avec les anticorps anti-CEA. Ce nouvel antigène était présent

dans [a bile. d'où son nom.. Glycoprotéine Biliaire [18]. Simultanément d'autres laboratoires

purifiaient une protéine responsable de l'aggrégation des hépato~tes. une protéine des

hépatocytes possédant une activité ecto-ATPase et une protéine responsable du transport des

acides biliaires dans les hépatocytes. Quand les AO:\ic des ces protéines furent clonés. on

s'apercut qu'il s'agissait de la même entité. Ceci explique la multiplicité des noms associés au

BGP dans la littérature (bg:p. c-cam. HA4. ecto-ATPase. pp[20. CD66)[[9).

Un seul gène BGP existe chez l'h.wnain. Cependant chez la souris. on trouve trois gènes de

type BGP. dont deu.x sont très similaires au gène Bu? hwnain au niveau de Iew- SOlleture

génomique et de la séquence de leurs acides aminés [20.2 []. Chez le rat un seul homologue du

gène BGP hwnain est connu (c-cam) [19].

BGP est le seul membre de la famille CEA possédant des domaines cytoplasmiques (C}l).

Plusieurs isoformes som générés par épissage alternatif. Ces isoformes \·arient quant au nombre

de domaines constants 19 et leurs domaines Cyt. Ces derniers sont composés de 71-73 acides

alninés selon l'espèce ou de 10 acides aminés. Toutes les isoformes comportent un domaine

N-terminal (domaine Ig variable) (Figure 1). La structure intron/exon ainsi que le mode

d'épissage sont conservés entre les espèces. Les domaines ~1oplasmiques sont cependant les

plus conservés. ce qui suggère qu'ils remplissent Wle fonction essentielle [19].

L'e::'\..pression de BGP a été étudiée chez l'hwnain. la souris et le rat. dans les tissus adultes et
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embryonnaires et dans les twneur5. Une excellente concordance dans les modes d'expression

interespèces a été observée. Deu.x observations générales se déga~ent du mode d'expression de

BGP: BGP est présent du côté apical des ceUules épithéliales et à la surface des cellules du

système hématopoïétique. On retrouve cette protéine dans le côlolL du côté apical des cellules

absorptives et dans le glycocalyx Iwninai se trouvant à leur surface [21]. On la retrouve

également dans les cellules de l'épithélium endométrial où son expression est régulée par

l'esrrogène et la progestérone. BGP est aussi exprimée dans l'épithéliwn de la prostate. où sa

production est régulée par les androgènes. de mème que du côté canaliculaire des hépatoeytes et

du côté apical des cellules des tubules rénalL"<'. BGP est de plus présente du côté Iwninai des

cellules endothéliales des capillaires. des artérioles et des veinules. Plusieurs types de cellules

hématopoïétiques expriment BGP: mégacaryoeytes. plaquettes. leucoC)1es pol~morphonucléaires

et mononucléaires. macrophages. l)mphoC)1es 8 et T activés. Sa fonction dans ces cellules est

encore inconnue [ 19].

BGP est exprimée de façon très d}l1amique durant le développement. Chez le rat.

l"homologue de BGP est exprimé à la surtàce du blastula avant l'implantation. mais disparait au

moment de l'implantation [23]. Chez la souris. notre laboratoire a démontré que l'embryon

n'e:x-prime pas Bg:p 1 au moment de la gastrulation alors que les tissus e:x'tra-embryonnaires

l'expriment abondamment. Bgp 1 apparait dans l'embryon de souris à 85 jours posl-cùÏ1um (dpc)

dans l"épidenne et son expression y est maintenue jusqu'à la naissance. Yers 10.5 dpc. Bg:p 1

apparaît dans l'épithélium du tube digestif primitif. Le mode d'ex-pression de Bgp 1 pendant le

développement suggère que cette protéine exerce un role dans les interactions

épithéliales-mésenchymateuses de plusieurs tissus (méninges. poumons. reins. pancréas.. glandes

salivaires) et dans la myogénèse. pendant la tormation des myotubes secondaires. L'expression

de BGP dans le foie foetal survient tardivement (15,5 dpc chez le rat) et reste faible jusqu'à la
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naissance.. où elle augmente rapidement [19]. L'expression de BGP durant le développement

embryonnaire indique que cette protéine joue un rôle important bien qu'encore imprécis dans

l'homéostasie foetale [24]. Ce rôle de\'TaÏt être précisé prochainement dans des somis ayant subi

Wle ablation génique bgp1.

Alors que l'expression de CEA est généralement augmentée dans les twneurs du côlon.. celle

de BGP est abolie dans plusieurs lignées de cellules tumorales de côlon et dans les tumeurs

primaires de côlon de souris. Nous avons démontré que la baisse d'expression de Bgp 1 chez la

souris est un événement précoce durant la carcinogénèse: les tumeurs du côlon de stade A en sont

déjà dépourvues [25]. De même~ chez l'hwnain. l'examen de 21 tumeurs primaires du côlon a

révélé que 80°;0 de ces rumeurs ex-primaient peu ou pas de BGP [26]. L'expression de BGP est

également diminuée dans la prostate hyperplasique et précancéreuse [27]. Les carcinomes de

prostate modérément et peu différenciés n'expriment pas de BGP alors que les glandes nonnales

le synthétisent. Une diminution significative de l'expression de BGP a aussi été constatée dans les

carcinomes du foie. Donc. BGP est régulée à la baisse dans plusieurs types de twneurs [19].

Tout comme le CE.A... les BGP fonctionnent in l'i/ra comme molécules d'adhérence

intercellulaire homo~-pique et sont capables d'adhérence hétéro~-pique avec d'autres membres de

la famille CEA. Le domaine d'adhérence de BGP est le domaine N-tenninaL et cette adhésion

semble indépendante du domaine ~1 de BGP [19] (Figure 4).

Le transport des acides biliaires du sang vers le canalicule biliaire s'effectue en deu.x étapes:

d'abord du sang vers l'intérieur de 11tépatoC)te. ensuite de l'hépato~1e vers la lwnière du

canalicule. BGP serait impliquée dans cette dernière étape du transport biliaire. La rransfection

de l'isofonne à domaine cyt long de BGP dans des cellules hétérologues col1Îere à celles-ci Wl

potentiel d'effllLx d'acides biliaires [28]. De plus. des anticorps anti-BGP inhibent le transport des

acides biliaires dans des vésicules de membrane de canalicules biliaires. Ces résultats suggèrent
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que BGP serait associée au transport biliaire dans les hépatocytes. Par contre,. n'ayant qU'W1 seul

domaine transmembranaire,. le mécanisme implique possiblement l'association de BGP en

dimères ou avec d'autres protéines [19].

Bgp 1 est aussi le récepteur des virus de l'hépatite chez la souris. Cette fonction de Bgp 1

dépend de la présence de son domaine !\-tenninal [29]. Ceci démontre qu'in "il'u Bgp 1 peut agir

dans un système récepteur-ligand pour une protéine de la capside virale. Un ou plusieurs Ligands

physiologiques de bgp 1 pourraient donc exister dans certaines cellules.

La régulation de BGP à la baisse dans plusieurs types de cellules twnorales a suscité des

études visant à détenniner le potentiel de suppression tumorale de cene protéine. 'ous avons

inséré soit l'isofonne à domaine cyt long ou court de Bgp 1 dans des cellules de carcinome du

côlon de souris (CT51. normalement dépolL'"Yues de bgp 1). Lors d'injections sous-cutanées dans

des souris syngéniques immunocompétentes.. seules les cellules CT51 transtèctées a\'ec l'isofonne

B domaine C}1 long voyaient leur potentiel de tonnation de tumeurs diJninué 00-80°0

d'inhibition) [30]. Le même phénomène a été démontré de façon très convaincante pour les

cellules tumorales prostatiques humaines [31] et pour les cellules humaines de carcinome du sein

[19]. fi semble donc que BGP puisse agir comme un suppresseur de tumeur. et que cette fonction

dépende de la présence du domaine C)'1 long mais non de la fonction d'adhérence intercellulaire

de cette protéine.

Notre groupe travaille maintenant à l'élucidation de la signalisation intracellulaire dépendante

de BGP. L'isofonne de BGP possédant un domaine cyt long est particulièrement intéres~1I1t.

Certaines des fonctions de BGP en dépendent (association au transport des acides biliaires [28].

suppression de tumeur [30]). alors que d'autres non (adhérence). Par ailleurs. ce domaine lie au

moins trois protéines cytoplasmiques: calmoduline [32]. annexine VI [19] et une tyrosine

phosphatase, SHP-I [33] (Figure 6). De plus. il contient plusieurs motifs connus dont un motif
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"Irnnllmoreceptor Tyrosine-based lnhibition Motif' (lTIM) et plusieurs motifs de

phosphorylation par la protéine kinase C. La tyrosine 488 du motif ITLvl de\;em phosphorylée

dans plusieurs situations expérimentales: le transport des acides biliaires [28]. l'internalisation du

réceptem de l'insuline et l'activation des neutrophiles [19]. Les protéines ~'Tosines kinases src. I~n

et Ick peuvent phosphoryler cette tyrosine ln \'i/ro [19]. De plus, nous avons démontré que

l'association de SHP-I dépend de la phosphorylation de la t)'Tosïne 488 [33]. SHP-I est impliqué

dans la transduction de signal assurée par plusietrrS récepteurs de surface des l~mphocytes B.

Tous ces résultats mis ensemble suggèrent que le BGP est Lm récepteur impliqué dans la

transduction de signal [33]. AUCWl ligand n'a cependant été fennement confinné pour le BGP.

mais plusieurs hypothèses sont intéressantes: une ou plusieurs des protéines du groupe des PSG.

la sélectine E ou possiblement une protéine de la matrice extracellulaire (Figure 6). Ces

hypothèses sont présentement évaluées e~..périmentalement.

Des résultats encourageants ont été obtenus dans des essais pré-cliniques visant à

détenniner le potentiel de BGP en thérapie génique dans un modèle de cancer de la prostate. Les

cellules humaines de carcinome de la prostate PC-3 ont pu être infectées par le vecteur de

thérapie génique utilisé. soit l'adéno\irus [3~]. La présence de BGP dans les cellules PC-3

subsiste longtemps après l'infection (2-3 semaines) et est détectée même après que le matériel

génique du vecteur ne soit plus décelable dans les cellules. Des souris injectées a\ ec des cellules

PC-3 parental~ turnorigéniques. ont vu leurs tumeurs régresser pendant au moins deux semaines

lorsque traitées localement avec ce vecteur contenant l'.W!\c de BGP. Ces résultats préliminaires

sont encourageants et indiquent que le BGP pourrait être efficace en thérapie génique. au moins

dans les cas de cancer de la prostate [34].

GLYCOPROTEINES SPECIFIQUES A LA GROSSESSE (PSG)
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Les PSG forment le sous-groupe de protéines sécrétées de la famille des gènes C EA (Figure

3). Ce sous-groupe est constitué d'au moins 17 gènes. Pour les besoins de cette rewe. nous

traiterons globalement des PSG.

Les PSG furent d'abord identifiées comme des protéines présentes dans le sérum maternel

durant la grossesse [35]. On sait maintenant qu'elles sont exprimées dans certaines cellules du

placenta des testicules. de l'intestin. de l'utérus.. du système hematopoïétique. de la mœlle

osseuse et du foie foetal [35}. Les fonctions des PSG comprendraient la modulation du système

immwùtaire maternel durant la grossesse et la stimulation de la croissance cellulaire [35}.

Cliniquement. Wle élévation du taLLx de PSG sanguin est W1 indicateur de grossesse. La

concentration de PSG dans le liquide amniotique est également révélatrice de certains désordres

congénit3LLx du foetus: Wle augmentation de la concentration est observée pour les cas de

syndrome de Meckel et de trisomies 18 et 21 [35}. Par ailleurs.. une augmentation de PSG dans le

sérum et dans les cellules tumorales est observée dans les cas de tumeurs trophoblastiques (môles

hydaridifonnes. choriocarcinomes). et dans les tumeurs du sein (quoique le taLLx de PSG dans le

sang ne soit pas un indicateur fiable dans ce dernier cas).

CONCLUSION

Le CEA et le BGP. quoique faisant partie de la même famille de gènes. n'ont certainement pas

un rôle physiologique identique. Ces deLLx protéines sont exprimées durant le développement

embryonnaire. mais le BGP est exprimée plus précocément et dans un plus grand nombre de

types de cellules. Bien que le CEA et le BGP soient e~.-primés en tandem sur les cellules

épithéliales du tube digesti( plusieurs observations indiquent que leurs fonctions soient

différentes. D'abord. le BGP possède W1 domaine cytoplasnùque s'associant avec des protéines

intracellulaires alors que le CEA est lié à la surface membranaire par Wl lien lipidique. Ensuite. le
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CEA est régulé à la hausse dans les tumeurs alors que le BGP l'est à la baisse. Ces deu.x

glycoprotéines sont capables d'adhérence intercellulaire. mais par des mécanismes différents.

Finalement le CEA empèche la différenciation, alors que le BGP inhibe la prolifération

twnorale. delLx processus cellulaires qui ont tendance à s'opposer. L'évolution des espèces a

généré dans la famille de CEA une étonnante diversité de protéines et les particularités de chaque

membre permettent la multiplicité de spécialisation.
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LEGENDES DES FIGURES

Figure 1. Représentation schématique des protéines de la famille CEA. Sont représentés

NCA et CG~t6. CEA. six isoformes de BGP et trois des protéines PSG. Ces protéines sont

constituées de domaines immWloglobulines de type variable (~,f) et constants (A et B). Les CE..:\.

~CA et CG\-16 sont ancrés à la membrane par un lien lipidique alors que les BGP ont des

domaines C}1oplasmiques. Les PSGs sont sécrétées.

Figure 2. Représentation du locus de la famille de gènes CEA sur le bras long du

chromosome 19. CEA: antigène carcinoembryonnaire. CGMn: CEA gene ramily member.

NCA: nonnal crossreacting antigen. BGP: gène des g.lycoprotéines biliaires. PSG: gènes des

glycoproréines spécifiques à la grossesse. Les flèches indiquent l'.Jrientation transeriptionnelle.

Figure 3. Organisation génomique de trois des gènes de la famille CEA. Les trois g.ènes

présentent une étonnante conservation de leurs structures génomiques et même de leurs

promoteurs proximaLLx respectifs. Les boites représentent les exons codant pOlU' les di fférents

domaines des protéines. 5"Nt: région 5' non-traduite. L: région leader. N: région N-tenninaIe.

homologue aLLX domaines variables des immunoglobulines. An et Sn: domaines homologues aLLX

domaines constants des immWloglobulines. Nt: domaine pennettant l'ancrage de la protéine ci la

membrane cellulaire par un lien lipidique. Th1: domaine trnnsmembrannaire. C~t: domaine

cytoplasmique, C: domaine C-tenninal de la protéine sécrétée. 3'NT: région 3' non-traduite. ATG:

codon initiateur. TGA: codon de tenninaison. TGA(C): codon de tenninaison dans les transcrits

codant pour BGP à domaine cytoplasmique court. TGA(L): codon de tenninaison dans les

transcrits codant pour BGP à domaine cytoplasmique long..
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Figme 4. Domaines d'adhérence de CE...\. et de BGP. Les domaines du CE:\. impliqués

dans l'adhérence cellulaire sont les domaines ~-terminau.x et AJB.; selon un mécanisme de

double-réciprocité. Seuls les domaines i'i-tenninau.x de BGP sont impliqués dans cette fonction.

Fi~TUfe 5. Schéma illustrant le rôle de CEA dans le processus métastatique. Le CE:\. est

exprimé sur le gIycocaIyx de cellules épithéliales nonnales. mais se retrouve sur toute la surface

de la cellule tumorale. Cene cellule tumorale infiltre un capillaire. circule jusqu'à son point

d'ancrage et adhère à une cellule du foie. peut-être à l'aide d'un récepteur spécifique au CE:\.. Ep:

cellules épithéliales. !\'·Ib: membrane basale. Fi: fibroblaste. En: cellules endothéliales.. Tu: cellules

tumorales. PI: plaquettes. Ku: cellule de Kupffer.

Figure 6. :\'lodèle illustrant le mécanisme possible de transduction de signal par BGP.

BGP pourrait reconnaître son (ses) ligands sous fonne monomérique ou en s'associant en

dimères. Les ligands de BGP seraient eu.x-mèmes présentés soit à la surface d'autres cellules (non

illustré) ou sécrétés par ces cellules. lis se lieraient au récepteur BOP en monomères ou en

dimères. Cene liaison ligand-récepteur induirait possiblement des changements conformationnels

conduisant à la phosphorylation du domaine cytoplasmique (pY. PKC) et à l'association à des

protéines cytopl3SI11iques telles la calmoduline (Cam) et la tyrosine phosphatase (SHP-I).

résultant potentiellement en l'activation cellulaire (SlGNAUX).
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CHAPITRE 2

BILIAR\: GLYCOPROTEIN 1 EXPRESSION DURING El\fBRYOGENESIS:
CORRELATION WITR E\'ENTS OF EPITHELIAL DrFFERENTIATION,
:\'IESENCH\~fAL-EPITHELIALINTERACTIONS, ABSORPTION AND

"'YOGENESIS

Un manuscrit de Eugene Daniels, Stéphanie Létoumeau, Claire Turbide, Ninel Kuprina,
Tatiana Rudinskaya, A.C. Yazova, Kathryn V. Holmes, Gabriela S. Dveksler et Nicole
Beauchemin publié dans la revue IJeve/opmenla! fJynamics 1996: 206: 272-90.
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PRÉFACE

Les expériences décrites dans ce chapitre ont pour but d~étudier le mode

d'expression de Bgp1 durant le développement embryonnaire de la souris. Ces données

seront imponantes pour l'élaboration d"une stratégie rationnelle pour é\"aluer le

phénotype des souris hgp 1 -; - quand celles-ci seront disponibles. Elles permettent

également de formuler des hypothèses intéressantes quant à la fonction de Bgp 1"
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ABSTRACI' Billary glycoprotein (BgpU, a
carciDoembryoDÎe antigen·related family member
of the immunoglobulin superfamDy, is iDvolved in
normal and neoplastie event&. ADalyais of Bgpl
expressiOD throoghout post-implantation moue
embryogenesis WIiDg reverse tnmscription.poly·
merase cbaiD reactio~ ïmmunostaiDiDg with an·
û.BIIPI monoclonal antibodies, and iD situ by.
bridizatiOD with specifie Bgpl cDNA fragments
revealed that Bgpl may he involved in a namberof
BPecifie embryoDie processes. Immonoblot anaIy·
sis ofBgpl deletion mutant proteins indicated tbat
diBtinguishable epitopesofthe Molecule were pref.
erentially identified by the tbree Dgpl antl"bodies
WIed in this study. This distinction is supported by
our immllDOJooali78tiOD stadies duriDg mouse em­
bryogenesis inwhich the threeantibodies revealed
specifie patterns of Bgp1 expression. Bgp1 is DOt

expressed in early post-implantation embryoa (7.5
dpc), but is found iD the placenta and ema-em­
bryoDie tissues (decidual endotheüal ceIls, giaDt
trophoblasts, yolk sac visceral endoderm. and en­
dometrial glands) at this tilDe. The primitive gut
epithelium andsurface ectodermwere the firstem­
bryoDie tÎ881les to express B1IP1. SigDificant Bgpl
expression wu aJso observed later during epithe­
6aI.mesenchymal interactions (~ meninges,
lung, kidney, salivary glands, pancreas). A unique
epitope ofBgpl, detectable by the monoclonal an·
tibody CCI, wu also aasociated with mesenchy·
mal expression and was prominent during myo­
genesis (secondary myotube formation) at sites of
terminal differentiation. These studies suggest
multiple raies for isoforms and glycoforms of the
Bgpl proteins localized inBPecifie sites d1lrÏDC pre­
nataI development. C 1898 wne,.u., IDe.

Key words: CarcinoembryoDie antigen. CEA, BU·
iary glyeoprotein, BGP or Bgp,
C.cAM, Mouse embryogenesis, Myo­
genesïs, Intestine, Adhesion, Placenta

- ''l'l~ ' ....Tr.F.y-T.l~~ !:"r

INTRODUCI'ION
The biliary glycoproteins œGPs or Bgps) are mem­

bers ofthe carcinoembryonic antigen gene family. Car­
ciDoembryonic antigen (CEA) is a heavily glycœylated
protein used clinically 88 a human tumor marker (Gold
and Freedman, 1965). The CEA gene and cDNAs were
characterized in 1987 and shown ta encode a protein
with typical immunoglobulin (Ig) features; the N-ter­
minal domain resembles the variable-like Ig region
and the internaI repeating domains are C2-set Ig do­
mains (Beauchemin et al., 1987; Thompson et al,
1991). Binee the c10ning of the CEA gene, 29 other
human CEA-related genes, located. on human chromo­
some 19 at position 19q13.1-3, have been identified
(Thompson et al., 1991; Olsen et al., 1994). BGP repre­
senta one ofthe few members ofthis family to encode a
cyt.oplasmic demain (defining short 10 amino acid- or
long 73 amino acid-tailed isoforms) (Barnett et al.•
1989, 1993; Drzeniek et al., 1991).

BGP was originally shown to he expressed. in normal
human gallbladder mucosa and at the bile canalicular
surface of hepatocytes (Svenberg, 1976). However, ex­
pression studies have revealed that BGP is more
widely distributed and found in varïous epithelia (bath
simple and stratified). in endothelia of capillaries.
small arteries and veina, and in megakaryocytes, plate­
lets, polymorphonuclear leukocytes, in a subset of
mononuc1ear leu1tocytes, and in B œlls and macr0­

phages (Ob~ 1991; McCuaig et al., 1992; Coutelier
et al., 1994). The nomenclature in this field is confus­
ing; rat and mouse BGP homologs bave been identified
and are called either C-CAM (Aurivillius et al, 1990),
ecto-ATPase (Lin and Guidotti, 1989), or mouse Bgps
(formerly identified 88 mmCGM1, Beauchemin et al.,
1989; Turbide et al, 1991; McCuaig et al, 1992, 1993).

We and others have demonstrated that the human,

Received October 30,1995; accepted January 19, 1996.
Addresa reprint requeetllIcorrespondenœ to Nicole Beaw:hemin.

McGiO Cancer Centre. McGiU Univemty. 3655 Drummond St.. Mon·
treal. Canada. H3G 1Y6.
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mouse. and rat Bgp isoforms set as œil adhesion mol­
ec:ules (Ocklind and Obrink. 1982; Aurivillius et al.•
1990; Rojas et al.• 1990; Turbide et al.• 1991; McCuaig
et al.• 1992; Oikawa et al. 1992; Cheung et al. 1993).
The rat BGP homolog exhibiting a 71 amino acid~
plasmie domain (Cell-CAM 105. Mnsmed C-CAMl)
also serves as a bile ac:id transporter and an~
ATPase (Sippel et al.• 1993; Lin and Guidotti. 1989). In
addition. the rat C-CAMI or pp120 bas been charae­
terized as an endogenous tyrosine phosphorylation 8\Ù).

strate ofthe insulin receptor tyrosine kinase (Margolis
et al.• 1988; Nlijjar et al.• 1995). The cytoplasmie (in­
tracytopIasmic taiI [lT] domain bas also been impIi­
cated in the binding of calmodulin eBlikstad et al.
1992; EdIund et al.• 1993).

Although only one BGP gene ezists in humans
<Thompson et al.• 1991). two homologous mouse Bgp
genes have been characterized <Nédellec et al.• 1994,
1995). The Bgp1 and Bgp2 genes share a high degree of
sequenœ homology in their promoter and coding ~
gions as weil as some common sites of expression.
Dveksler et al. and Nédellec et al. have demonstrated
that severa! mouse Bgpl isoforms and the Bgp2 gene
prociuct function as mouse hepatitis virus reœptors
(MIIVR) CDveksler et al, 1991; Nédellec et al.• 1994l.

We have previously reported on the expression of
Bgps during mouse embryonie development using
Northern analyses and in situ hybridization (Huang et
al.• 1990). In light of the finding ofnovel Sgp pnes. we
have readdressed this question using more specifie
techniques such as reverse transcription-polymerase
chain amplification (KT.PeR), immunostaining with
anti-Bgp1 monoclonal antibodies, and in situ hybrid­
ization with specifie Bgp1 fragments.

Fluctuations in Bgpl expression occur in normal as
well as neoplastie events Œœenberg et al., 1993). yet
its role(s) remain unclear. In order to determine sw:h
function(s), we have identified the developmental peri­
ode exhibiting Bgpl protein expression as well as Bgpl
organ-specificity. Mutant and deletion Bgpl proteine
allowed us to di.stingu.ish dift"erent forms of these pro­
teins detectable by monoclonal and polyelonal antibod­
ies. Immunocytochemical studies on mouse embry08 re­
vealed. patterns of Bgp1 protein expression which are
localized. during gut and skin morphogenesis, epithe­
lial-mesenc:hymal interactions, at sites ofreabsorption.
and during myogenesis.

MATERIALS AND METHODS
Mouse Embryos and Tissues

Staged embryos and fetuses (Theiler, 1972) were re­
trieved from mated BALBIe miœ (Charles River. St.­
Constant. Quebec, Canada). Noon on the day ofappear­
anœ of the vaginal plug is considered O.S day post
coitum (dpc). AduIt mouse tissues were dissected from
aduIt female miœ of 6 weeks of age and either flash­
frozen on dry ice or fixed for 18 br in 4% paraformaI­
dehyde in phosphate-buffered saline <PBS), pH 7.4 and
dehydrated in graded ethanol before being embedded

in parat1in. Embryos and fetuses of 7.S to 18.5 dpc were
fixed. as ahove. SeriaI sections were mounted on Tespa­
preparecl slides, dried for 18 br at 3~, and stored at
40C in airtight boxes.

RNA Preparation and Nortbern Analyses

Total RNA was essentially prepared as described in
Huang et al, 1990 and Rosenberg et al, 1993. Briefly.
embryos and tissues were collected and powdered using
a mortar and pestle kept at -4O"C. The powder was
dissolved in a solution containing 4.0 M guanidium
isothiocyanate (Chirgwin et al., 1979). Total RNA was
extracted alter centrifugation over a CeCI cushion.
Northern analysis wu performed as described previ­
oualy (Huang et al., 1990). The RNA was transferred to
a Hybond-N membrane and probed with 5 x 14)5
cpmlml ofa random-primed, 32p-1abelled. <Feinberg and
Voge1stein. 1983) glyceraldehyde-3-phosphate dehy­
drogenase (G3PDH) probe. The concentration of RNA
WB8 tiret determined by measming the absorbanœ at
260 Dm, then confirmed by radioactive quantification
of the G3PDH probe on a Fqji Bas 2000 BioAnalysing
system (Stamfo~ CT>.

RT-PCR

Samples of 10 Jlotr of total RNA from either adult
mouse colon or mouse embryos were submitted ta KT in
a total volume of 40 ..... in conditions described previ­
ouaIy using a 21-mer oligonucleotide (KM5: S'-TT­
GATACCTCACTCTCAGCCA-3') Iocated in the 3' UD­

translated region of the Bgpl and Bgp2 cDNAs
CMcCuaig et al.• 1993; Nédellec et al, 1994). Tandemly,
1 JLg oftotal RNA from each sample was also submitted
ta reverse transcription in a total volume of25 J.L1 using
a 2o-mer antisense G3PDH oligonucleotide (S'-CAA­
AGTrGTCATGGATGACC-3'). A fraction of the re­
verse-transcribed cDNA (U4 for Bgpl.1I2 for G3PDID
wu submitted ta PCR using Vent DNA polymerase
with primera R46Nl (5'-CCAAATGATCACCATGA­
AG-3'. specifie to the Bgpl cDNA) and KM6 (S'-GGC­
TCCAGGATCCACCTITrCTrC-3', specifie for Bgpl
and Bgp2 cDNAs) or the same antisen.se G3PDH oligo
combined with a sense oligo (5'-CCATGGAGAAGGC­
~.) (Dveksler et al.• 1992). The reactions were
incubated at a denaturing temperature of 94°C for 40
sec, an annealing temperature of SOOC for 2 min, and
an elongation temperature of 720C for 3 min for 30
cycles (Bgpl) or 20 cycles (G3PDID. Using the R46Nl
and KM6 oligos, only Bgpl cDNAs are amplified as
determined. by DNA sequencing and hybridization~
sults (Fig. lB).

Soutbern ADalyses

cDNA fragments from RT·PCR reactions were elec­
trophoresed in 0.8% agarose gels and then transferred
ta GeneScreen Plus (NEN Dupont, Lachine, Québec)
membranes whic:h were submitted ta hybridization at
3T'C for 18 br with S x 106 cpm of32p-labeIIed oligo­
nucleotides specifie to the A2 domain of the Bgpl
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cDNA (KM4: S'-ACACAAGGAGGCcrcrcAGATG­
GC-3'), the A2 domain of the Bgp2 cDNA (A2Nx: 5'­
AACAATGATACTCTTCTAATC-3') CNédellec et al.
1994), or ta G3PDH (S'-CTAAGCAGTTGGTGGTGCA­
3') using conditions defined in McCuaig et al. 1993.
Membranes were washed to a final striDgency of 1 x
salt sodium citrate (sse) containiDg 0.1% sodium dode­
cyl sulfate (SDS) at sere or 650C for 20 min. Specificity
of amplifications. hybridizations, and stringency of
washes were ensured by including the Bgp1 and Bgp2
cDNAs in the Southern analysis <Fig. lB). Fragments
were also cloned and sequenced according to standard
protocols (Sambrook et al. 1989) to confirm their iden­
tity. The radioactive quantification of each fragment
was performed on a ~i Bas 2000 BioAnalyaing sys­
tem.

Construction and EspressiOD of Bgpl
cDNA Mutants

The BgpA, BgpC. BIIPD and BgpG cDNAs are natu­
ra! spliee variants of the Bgpl pne cloned !rom either
CD-1 or BALBIc miee <Dveksler et al. 1991; McCuaig
et al. 1993). Construction of deletion mutants 4206­
381, âl08-381, â50-293 of the BgpA cDNA bas previ­
ously been reported CDveksler et al.• 1993, 1995). Point
mutations that eliminated each of the three N-linked
glycosylation sites in the N-terminal domain of BgpA.
either separatelyor in combinations, were obtained by
replacing asparagine with glutamine residues at posi­
tions 37, 55, and 70 by the site-directed method de­
scribed by Ho et al, 1989 and Dveksler et al., 1995. The
mutated cDNAs were cloned into the pBluescript SK+
(Stratagene, La JoUa, CA) under the T7 promoter and
protein wu obtained after traDafection of baby ham­
ster kidney œHK> cells and infection with vaccinia
virus vTF7-3 as desc:ribed previously (!)veksler et al.,
1993. 1995; Nédellec et al., 1994). Stahly transfected
BHK cells were generated by electroporation of plas­
mids containing these cDNAs driven by the RoUH sar­
coma viral (RSV) promoter as weil as a pRSVneo plas­
mid (Dveksler et al., 1991). Selection was performed in
G418-containing medium (Dvekaler et al., 1995).

Antibodies and Immunoblot Analyses

Preparation and characterization of the CCI and
Ag810 monoclonal antibodies have been described pre­
viously (Smith et al., 1991; Kuprina et al., 1990). The
mouse CCI monoclonal antibody (mAb) was raised to
the mouse hepatitis virus receptor (identical coding re­
gion ta BgpA [McCuaig et al, 1992]) purified from
BALB/e liver membranes (Williams et al.• 1990; Dvek­
sler et al., 1993). The rat mAb AgB10 was raised
against C57B1I6 ghost of hepatocytes (Kuprina et al.,
1990). A polyc1onal antibody raised ta the CD1 mouse
colon 120 kDa Bgp1 protein (serum 231) <McCuaig et
al., 1992) was aIso uaed. For immuuoblot analyses, pro­
tein lysates were prepared from Bgp-expressing NUI
3T3 tnmsfectant cells (Rosenberg et al., 1993) or from
BHK-transfected or vaccinia-infected cells (Dveksler et

al, 1993) as described previously. To deglycosylate Bgp
proteins, BgpA- and BgpD-transfectant cell lysates
were treated with N-glycanase at 3Te for 18 br (0.6
units ofN-glycanasel200 J,Lg protein lysates) in a buffer
recommended by the supplier (GenZyme Corp., Cam­
bridge, MA). The proteins were separated on 8% or 10'%
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel el~
phoresis (SDS-PAGE) gels and transferred ta~
bilon membranes. Bgpl proteins were detected using a
1:1000 dilution of the 231 polyclonal serum, a 1:500
dilution of the CCI mAb, or a 1:50 dilution of AgatO
mAb hybridoma supernatants. Detection of first anti­
bodies was performed with either a rabbit antï-mouse
(CCI) or a rabbit anti-rat (AgBtO) antibody (Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME) and proteiDs were re­
vealed with 1251-labelled protein A (Amersham, Chi­
cago, ll.). Monoclonal mouse anti-SWÏDe desmin (DE-R­
Il, DAKO Corp., Santa Barbar'a. CA) reacts with the
53 kDa intermediate filament protein desmin in mus­
cle cells. This antibody shows broad interspecies cross­
reactivity, which includes mouse <Rudnicki et al.,
1993).

Cytofluorometric Analyses

Bgp1-expressing caUs were analyzed by c:ytofluorom­
etry with the AgatO mAb or the 231 polyclonal anti­
body and fluorescein-colijugated, aflinity-purified goat
anti-rat or anti-rabbit IgG F~ fragments (Cappel,
West Chester, PA) using a FACScan program on a Bec­
ton Dickenson analyser (San Jose, CA).

Immunoetaining

Immunostaining experiments were performed using
the antibodies described above. Deparaffin ized sections

Fig. 1. AmpIifIadion of Bgp1 CONAs fI'om colonie and embIyot lie
scurces. A: DHA frDm fqgments numbet8d in panel C were doned.
sequenced. and shown ID COii8lpoJld ID 1tw splice V8ri8ntS of the 8gp1
mANA. The srnaa arrows can'8IpoJld ID Ihe 8gp1-speciftc otigonud&­
atides R46N1 and KM8 used ta PCR &mPIfY the cONAs. The Iatge lIm'W
abaYe the A2 dcmiIin COil6iipOi Ids ID oigonuc::IecJti KM4 used ln the
hytIridizaIIcwI 01 Southem l*JIs. B: 200 ng of pI8lImicts cantainIng eiItIer
the 8gp1 or BsP2 cDNAa W8S submitted ID PCR ampIific:atioIlS 0- 1
and 2) using oIIgonudeotides spedfIc for Ihe~ cONA (1eft panet) or
the Bgrfl cDHA (right paneI). FuII-Iength 8gJl <-- 3) or 8gp2 cDNAs
~ 4) were atso included as c:onIr'oIs for hybridizaIloilS. C: 10 IIG of
total RNA WlIS subjecIed ID nMne~ wtth 8n oIgcnuc:IeoIide
spedftc ta 1tw 3' untransIIàd r8gIon (UT) oIlhe Bgp1 mANA (KM5), and
the resuItIng cDNAs were PCR amplifIecI wIth 8nottw 3' UT aügonUde­
otide (KM6) as wei as an DIgcnudeoIfde specIftc 10 the N-tenninaI do­
main of the _1 mANA (R48N1). The PCR products were sepand8d on
a 0.8% agarose gel. tnllIsferred ID • GeneSc:reen Plus iilemtnlle. and
probed wiIh a~ KM4 oigclnucIeoCIde, spedftc for the Bgp1 /42.
domaln. SpedtIcity concroIs lncIuded the sp> and 8(1'2 cONA trag.
ments. shown in panel B. Fragment 3 WIIII a sige11i_oded DNA. D: 1
IIG of total RNA frgm a:*:In and tnbryos W8S 8UtlmitI:IId tD nI'I8I'A~
scription and PCR amplllicaIkwI UIlng olIganucteoddes specifie for
G3POH. The radIo8dfve G3PDH bands were quantifted on • BAS 2000
BkaAnalyser and fOd expr8I1IIon wa cala .ated reIatiYe tD the 12.5 dpc
8I'I'Ibryo CONA. E: R8dIoIIcIMt fnIgments 1 + 2 and 4 + 5 .... quan­
tifIed on a BAS 2000 BioAnatyser and these caunIs were conected for
foId expession of the G3PDH.
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were incubated in a methanol·hydrogen peroxide solu·
tion for 40 min to black endogenous peroxidase. Non·
specific binding ofdilute concentrations ofprimary an­
tibody was blocked by preincubation ofsections in 0.1%
albumin followed by preimmune serum corresponding
ta the secondary antibody selected. Sections were ÏDCU­
bated for 18 br at 40C in dilute concentrations (1:250 to
1:1000) of the unconjugated primary antibody (conœn·
tration of the 231 IgG fraction: 7.0 JLW~; AgB10 IgG
fraction: 0.56 J.LWJ.Ù; CCI IgG fraction: 2 ,...g/~). Parallel
incubations of sections in Tris buffer without primary
antibody were included as wellas incubations ofcontrol
sections with preimmune sera of rabbit, rat, or mouse.
respectively, or an irrelevant IgG1 monoclonal anti­
body. Following washes in Tris bu1fer. the sections were
then incubated in an excess of linking secondary anti·
bodies (231: swine anti·rabbit 19G from Dako Corp. at
1:50 dilution. AgBlO: rabbit anti-rat IgG and CCI: rab-­
bit anti·mouse igG from Jackson Immunoresearch.
West Grave, PA, both at a 1:50 dilution) for 30 min at
200c. Finally. the soluble peroxicfase.antiperoxidase
complex (l:250l was added for 30 min at room temper·
ature. A DAB reaction (3'-diaminobenzidine tetra·
hydrochloride. SigDUly St. Louis. MO) W8S developed.
followed by an amplification procedure with copper sul·
rate.
ln Situ Hybridization

Six fLDl seriaI sections ofparaffin--embedded embry08
were deparaffinized, rehydrated, and post-fixed in 4%
paraformaldehyde. pH 7.4 at 4"C and submitted to in
situ hybridization. The sectiODS were permeabilized
in proteinase K (3.5 ,..g/ml in 50 mM EDTA. 100 mM
Trïs.HCl pH 8.0) followed by another post.fuœtion in
paraformaldehyde. Sections were incubated in a prehy­
bridization solution (5 x SSC, 5 x Denhard~s, 50%
deionized formamide; 250 J1&'ml tRNA and diethylpy­
rocarbonate [DEPC]-treated H20) for 1.5 br at 42"C.
Collowed by hybridization in the same solution but con·
taining denatured probes at preselected concentra­
tiODS. A 169 bp Bgp1-specific Fnu4HI fragment located
in the N-terminal domain was cIoned into a Bluescript
SK+ plasmid and sense and antisense RNA probes
were generated after linearization ofthe template plas­
mid and transcription by either the T3 or T7 RNA poly­
merases (Pharmaci~ Montreal. Québec). The Bgpl
Fnu4H1 fragment bas previously been shown to hy­
bridize oo1y to the Bgp1 gene in genomic Southern
analyses using the same washing stringencies <Nédel­
lec et al., 1995). Furthermore. we have confirmed using
RNase protection assa18 (data Dot included) that the
Bgp1 Fnu4H1 riboprobe will not hybridize to in vitro­
transcribed Bgp2 or CealO mRNAs. The digoxigenin­
labelled RNA probes were prepared and evaluated ac­
cording to instructions provided by the manufacturer
<Boehringer-Mannheim. Montréal. Québec). Hybrid~

ization in humid chambers W8S at 42"C for 18 br. After
appropriate washmg of the sections to a final strin·
gency of 0.1 x SSC at 50"C, the digoxigenîn-labelled

probes were vizualized through reactions with alkaline
phosphatase-coJUugated anti~xigenin F~ frag­
ment using protocol bu1fers (Boehringer Mannheim de­
tection kit), but containing 1 mM levamisole. The color
reaction, which produœd a deep blue precipitate at the
hybridization site. W8S obtained by incubation for a
restricted time in a solution of nitroblue tetrazoüum.
and X·phosphate <Boehringer Mannheim) in a clark.
humid cbamœr.

RESULTS
Expression of Bgpl mRNAs During
Embryonic Development

Sinee the original c:haracterization of the BgpA
cDNA, many other spliee variants ofthe Bgpl gene and
two other mouse Bgp-related genes have been identi­
fied <McCuaig et al.• 1993; Nédellec et al., 1994. 1995;
Keck et al.• 1995). The two new genes share with the
Bgpl gene highly homologous N·tenninal domains.
These two genes are, respectively. predominantly ex­
pressed in adult kidney (Nédellec et al. 1994) and pla­
centa CKeck et al, 1995). although Iow expression of
the Bgp2 and Cea10 genes bas been detected in other
tissues. The Bgpl gene is most abundant in aduIt in·
testine and liver <McCuaig et al, 1992; Nédellec et al.,
1995). We therefore evaluated the expression of Bgp1
mRNAs during embryonic development. Because ofthe
very high similarity of the Bgpl and Bgp2 Al, BI, and
A2 exons (>95%), a quantitative RT-PCR approach
was best suited to guarantee specificity of amplifica·
tions and hybridizations. The Bgp RNAs were reverse
transcribed using an oligonucleotide hybridizing in the
3'UT and the specificity of PCR amplification was con­
Cerred by an oligonucleotide in the Bgpl N-termînal
domain. As cao he seen in Figure lA, the chosen strat­
egy favours amplification ofspliee variants with either
two or four Ig domains. as weIl as that of cDNAs en·
compassing both a shorter <10 amino acids) or longer
(73 amino acids) eytoplasmic tail (McCuaig et al.•
1993). Using this oligo combination, only the Bgp1
cDNA was amplified (Fig. lB, 1eR panel, lanes 1 and 2).
while another combination ofoügonucleotides was spe­
cific in amplifying the Bgp2 cDNA (Fig. lB. right
panel, lanes 1 and 2). Similarly. hybridization of the
Southern blot with the Bgp1 KM4 oligo detected only
the Bgp1 PCR fragment <Fig. lB, left panel. lane l} or
the full length cDNA Oane 3). while hybridization of
the A2Nx oügo detected only the Bgp2 fragments (Fig.
lB, right panel. lanes 2 and 4). When RNA from adult
colon was used in this assay. severa! distinct fragments
were detected <Fig. 1C). Fragments 1. 2. 4, and 5 <Fig.
lA,C) were cIoned and their DNA sequences corre.
sponded to that of BgpD. BgpA, BgpG, and BgpC
cDNAs. respectively <McCuaig et al., 1993). Fragment
3 represented single-stranded DNA, sinee it was de­
graded upon treatment with T4 DNA polymerase. The
identity of the 2.0 kb fragment present in the amplifi·
cation of the colon cDNA is presently unknown.

When RNA from embryos was submitted to RT-PCR
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<Fig. 1C). the same fragments were detected. Frag­
ments 4 and 5 were the most abundant. while frag­
ments 1 and 2 were present in amplification of all
embryonic cDNAs. albeit in significantly reduœd
amounts. Two and four Ig domain Bgpl mRNAs were
also detected in 7.5 and 9.5 dpc embry08. but this ex­
pression most likely corresponded to maternai RNA;
some maternal tissue wu dissected with the embry08
ofthese stages, and no Bgpl Pl'Otein was detected in the
embryo by immUDostaining with three Bgp-1 specifie
antibodies (see below). For quantification pUl'pOSeSy the
same RNAs were submitted. to reverse transcription
and PCR amplification with G3PDH oligonucleotides
and the resulting fragments were quantified using a
Bas 2000 BioAnalyser after Southern analyses (Fig.
ID). Bgpl fragments were similarly quantified and the
counts were corrected according to the fold expression
of G3PDH. As can be seen in Figure lE, Bgpl mRNA
transcription is most prevalent between 10.5-12.5 dpc
and 16.5-18.5 dpc of mouse embryonic development.
Two and four Ig domain mRNAs are also expressed
coordinately during these periods.

Antibody Cbaracteristics and Specificity

Three antibodies were used to define the Bgpl em.­
bryonie expression patterns. Sinœ these antibodies
were raised against Bgp proteins prepared from three
difl'erent sources, we first defined which epitopes ofthe
Bgpl protein were recognized and whether their reac­
tivity wu dependent upon N-linked glycosylation of
the proteins. The 231 polyclonal antibody wu raised
against a p120 Bgp protein purified from adult CD1
mouse colon. This antibody bas been shown to inhibit
Bgpl-dependent interœlIular adhesion in aggregation
assays (McCuaig et al.• 1992). When total œllular pro­
teins of transfectant cel1s expressing Bgp or Bgp-dele­
tion constructs were analyzed by immunoblot analysis,
the 231 antibody detected Bgpl proteins from all con­
structs whether fully glycosylated or not. The Bgp2
protein or proteins from control transfectant cells were
Dot detected by this antibody (Fig. 2A,F,G). The faint
64 kDa band appearing in all lanes on the 231 immu­
noblot was present in extracts immunoblotted with a
preimmune serum. as previously described CRosenberg
et al., 1993).

The CCl monoclonal antibody, raised against Swiss­
Webster liver pllO Bgp proteins (Williams et al••
1990), reacted against most Bgpl proteins whether
they were secreted from BHK œlls (such as RUl) or
were membrane anchored (such as BgpA. BgpD, or de­
letions thereof) <Fig. 2B,F,G). However, proteins from
three Bgpl constructs were negative in CCI immuno­
blots. Part of the epitope recognized by the CCI anti­
body is considered to lie within the last 57 amino acids
of the N domain as noted previously by Dveksler et al.,
1993. This is also confirmed in our study since the
BgpC protein is positive for CCl reactivity while a de­
letioD protein lacking the lut 57 amino acids of the N

domain (ASO-293) failed to react with the CCI anti­
body. Furthermore, this epitope may he dependent
upon the conformation of the protein or the N-linked
glycosylation (Williams et al, 1990) of the second,
third, and fourth Igdomains ofthe protein since N-gly­
canase treatment abolished CCI reactivity <Fig. 2B,
F,G: BgpA or BgpD deglycosylated). but mutations of
N-glycosylation sites within the first Ig domain had
mjnimal effect on binding ofthis antibody to the dena­
tured protein <Fig. 2B.F.G: ~Iycos. 1,2 and âglycos.
1,2,3).

The third antibody, AgBlO mAb, was raised against
C57B1J6 ghosta ofhepatocytes and was reactive against
fully glycœylated BgpA or BgpD. but was negative for
the same proteins submitted to N-glycanase treatment
<Fig. 2C,F,G). The 85 kDa protein band detected in the
deglycosylated BgpD lane (Fig. 2C) does not correspond
to the deglycosylated 58 kDa protein seen in Figure 2A
and may he a degradation product. The AgBIO anti­
body also recognized proteins expressed from con­
structs mutated in the first two or three N-linked
glycosylation consensus sequences in the N-termina1
domain (Fig. 2C.F.G: ~lyC08. 1,2 and âglycos. 1,2,3>,
suggest:ing that its epitope is either conformational or
involves sugar moieties in the second, third, and fourth
Ig domains of Bgpl. The only other mutant protein
recognized by the AgBlO antibody is that expressed by
the â206-38l construct which encompasses the N and
Al domain <Fig. 2C). This result suggested that the
epitope recognized by AgBlO lies within the Al do­
main. Immunoprecipitation experiments performed
with the AgBlO on fully glycosylated BgpA and BgpC
transfectant œlIlysates suggested that the epitope te­

active with this antibody required the Al domain since
the BgpC protein was not immunopreeipiated by the
AgBlO antibody but was recognized readily by the 231
antibody (Fig. 20). To assess whether the Ag8l0 anti­
body reactivity was dependent upon the native confor­
mation ofthe Bgpl pl'Oteins. cytofluorometrie analyses
were performed on transfectant cel1s bearing the BgpA
or BgpC proteins expressed at the cell surface. As seen
in Figure 2E. the polyclonal 231 antibody readily de­
tected the Bgpl pl'Oteins at the surface of the transfec­
tant cel1s. whereas the AgBlO mAb recognized only the
BgpA protein, suggesting that either its epitope lies
within the Al domain or that it requires a particular
conformation imprinted on the protein by the folding of
the Al domain. Although none of these antibodies
cross-reacted with the Bgp2 protein, as determined in
Figure 2A-D, we have previously shown that the Bgp2
protein is expressed in this same transfectant œlIline
sinœ the mouse hepatitis virus specifically bound to
these transf'ectant ceUs and not to control transfectant
cells (Nédellec et al., 1994).

AgBlO was confirmed to specifically stain adult bile
canaliculi (Fig. 3A) as well as the brush border zone of
the small intestine <Fig. 3B). Antibody 231 stained the
apical surfaces of gut epithelia and mucus-secreting
cells (Fig. 3C).
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Immunocytochemical LocaIization in Embryos
and Fetuses

The immunocytochemical reactions of the three an­
tibodies in BALBIe mouse embryos (7.5 ta 18.5 dpc)
were exsmiued in a temporal sequence, 1) identifying
the order and duration of tissue reactions and 2) com­
parin.g the unique and co-localization characteristics of
the three antibodies.

No immunoreactivity was observed in tissues ex­
posed ta PBS, non-immune sera. or ta an irrelevant
19O1 mAb, nor when the secondary antibody was omit­
ted. Non-specifie pseudoperoxidase reactions in red
blood cells <RBC) were completely inhibited in our pro­
tocol, as demonstrated in aIl figures. Occasionally, a
faint. non-specifie DAB reaction was noted in the vis­
ceral yolk sac endoderm. This reaction is not unex­
pected since immunoglobulin Ï8 actively absorbed
through these cells <Haar and AckenIlall. 1971) ta pro­
vide passive immunity ta the fetus. The significant
staining reactions were uniform.. intense reactions 10­
calized throughout the apical membrane ofendodermal
cells (Fig. BA.B).

Table 1 summarizes the immunoreactions observed
at two selected periods of development (10.5 and 15.5
dpc). After comparison of immunoreactions for each
day (7.5 ta 18.5 dpc), the two selected gestBtional days
shown are representative of major fluctuations in Bgp
protein expression.

Earliest Bgpl Protein Expression in
the Conceptus

The early post-implantation embryo <dpc 7.5) showed
no detectable expression of the Bgpl proteins in the
primary germ layera or extra-embryonie tissues when
stained with antibodies CCI, AgB10, or 231 (Fig. 3E).
The trophoblast cells and primitive visœral yolk sac
showed no specifie reaction. The maternaI blood vessels
in the decidua, however, demonstrated strong staining
of the endothelium with antibody 231 CFigs. 3E,F and
4B,C). In sharp contrast ta that seen in 10.5 dpc control
sections, the maternaI endothelium in the decidua
showed considerable strong cytoplasmie and surface
staining with antibody 231 which was observed
throughout the embryonie and fetal periods <Fig.
4B,C). Numerous small mononuclear cells were identi­
fied in intimate contact with the thick endothelium
<Fig. 4C). Similar 231-positive high endothelium with
adherent mononuclear cells were seen in the 12.5 dpc
decidua. The maternai endothelium in the decidua
showed no deteetable reaction with antibodies CCI and
AgBI0.

To confirm this expression pattern. in situ hybridiza­
tion was performed on alternate sections. Endothelial
cells in the decidua of 10.5 dpc and 12.5 dpc: embryos
showed a positive reaction for Bgp! mRNA (data not
shown), supporting the observation ofBgpl expression
with the 231 antibody.

Table 1 shows the temporal pattern of Bgpl expres-

sion by trophoblastie œlls in the early placenta. By
10.5 dpc gestation, a detectable reaction ta antibody
231 was identified along the cell surfaces of polar tro­
phoblast giant œlls <Fig. 3Fl. In situ hybridization
studies also showed that similar cells expressed Bgp1
mRNA (Fig. 4A). Aggregates of spongiotrophoblasts
(but not fetal Mesenchyme or capillaries) in the laby­
rinthine placenta also expressed the Bgp! mRNA.

Early Expression of Bgpl by Embryonic
Surface Ectod.erm

Surface ectoderm expression of Bgpl protein, as de­
tected by antibody 231, was observed as early as 8.5 dpc
of gestation (data not shown). The staining reaction of
the entire developing epidermis with the antibody 231
increased in intensity from 8.5 dpc ta 18.5 dpc (Fig. SC).
However. when skin appendages Chair anlage) began to
develop, the discrete anlage were the only sites in the
epidermis not ta show a reaction against antibody 231
(Fig. SC)' To confirm this expression pattern, in situ
hybridization was performed with a Bgp1-specifie
probe. These studies also demonstrated that while the
entire epidermis expressed Bgpl mRNA, the ectoder­
mal cella of the haïr anlage showed no expression of
Bgpl mRNA (Fig. 5A,B). As seen at higher magnifica­
tion, while there was heavy labeling in the epidermis,
the cytoplasm of basal cells and the Most superficial
layera of the epidermis showed minjmal Bgp1 mRNA
(Fig. SB).

Ag. 2. Antibody 1'88Ctivity. A: egp1 transfectant or infectant ceII pro­
teinlysales were separat8d on 8% or 10% SDS-PAGE gels and immu­
nobIottsd with a pofydonaI antibody raised ID the Bgp proteins (serum
231) or (B) with a monodonaI antibody (CC1) raised ID the mouse hep­
aIitis virus reeepfOr or (C) wiIh • monoclonal an1ibody (AgB10) raised ta
a Bgp antigen of bile canaBcuII usIng COIlditloIlS described in Materials
and Methods. Numbera above the irnmunot:*)Cs refer ID the cDNA con­
structs, depicted in panel F, used in the transfections or infecllons. The
arrows in panel A poinI1O Bgp protein bands trom Iysates submitt8d ID
N-gIycanase treaImenl D: The ftrst he transfectant œl1lys818s indic:a1ed
were immunopredpitat wiIh the Ag810 monodonaI andbody. white the
lut 1tne /ysat8S went immuncplecipitaf8d wiIh the 231 antibCldy. Im­
mune complexes were denatUr8d. then sepanded on an 8% SDS-PAGE
gel: the prot8lns were lnInstemKt and immunobIott8d with antibody 231.
E: BgpA or BgpC lnInsfec:tant ceils went coIIed8d from the a.dture cfishes
and Incubated with etther the 231 poIydonaI antIbody or the Aga10 mAb.
The ccmpIexes were 1hen l'88Cf8d WiIh ttuoresœin-conj goal an1l­
rabtlit or anti-nd 19G Fabz frlIgments and cytOfluorometri analyIed.
F: GraphIe desaiptioo of the cDNAs useeS for traJlSf8diorlS or infections.
The DNA sequences of the construeIS can be round ln McCuaig et aL.
1993. The black dots COi i espar Id 10 mutations in the ftrst IWo or Ihree
N-linked consensus gtyçosytaIion sites (0v8ksIer et al•• 1995). BgpA or
BgpO degl rBpi8S8f1lS prOC8in lys818S tram BgpA or BgpO transf8ctanI
ceIIs subj8d8d to~ lr'88b'nenL~1 • .1108-381, 0150-293
COIT'BSpOIid ID deIetion~ and the numbers i1Ifer ID Che amlno
add positions. L. signal sequence: N. N-tenninaI domaIn: Al. B1. A2.
C2-set Ig demains; TM. .,.."...oane domain; CytS or Cytl. inIracy.
topIasmic domaln short (10 arnm Bdds) or long (73 amino adds). Con­
SIrUCtS 5.6.8-11 haVe been described in Dveksleret al.. 1993. 1995. G:
Summary of an1lbody reactivity. + indic:ates a positive reaction; -. a
negative reaction.
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Bgpl Expression in the Gat
Endodermal EpitheHum

The primitive endoderm showed. no Bgpl expression
in 7.5 dpc emhryos (Fig. 3E). By 10.5d~ the primitive
gut endodermal layer stained strongly with antibody
CCI (Fig. 6A). A similar reaction in the primitive gut
epithelium was observed with the monoclonal antibody
AgB10. Table 1 summarizes the immunostaining char­
acteristics of the developing gut. Figure 6B shows p0s­
itive staining reactions ta antibody 231 by the gut en­
dodermal layera (stomach. duoden~small intestine
and large intestine). In the esophagus and herniated
midgut loops, positively stained. stratified epithelia
were identified (not shown). Throughout the gut. the
associated mesenchyme showed no reaction 10 any of
the antibodies <Fig. 6A-D). In c:ontrast, while pancre­
atic endod~fetal liver endoderm. or respira10ry en­
dodermal epithelia showed no Bgpl expression. the
closely associated mesenchyme in these organs showed
positive reactions with the CCI antibody (Fig. 7O,E).
The ooly region of the gut epithelium which showed
co-locali.zation ofall three antibodies was the multilay­
ered rectal epithelium (Fig. 6D). This reaction was
maintained. late in fetal development. and the immu­
noreaction product W8S observed 10 outline the cells of
the multilayered endodermal epithelium.

CCI Monoclonal Antibody Reaets W"1th
Developing Mesenchymal Tissues DuriDg a
Period of Mesenchymal-EpitbeliallnteractioDS

Early embryonic mesenchyme (7.5-12.5 dpc) showed
no reaction to antibody CCL A detectable staining le­

action in mesenchyme was evident during periods of
active mesenchymal-epithelial interactions in 15.5 dpc
meninges (Fig. 7A>, dermis (Fig. 7B), salivary gland
<Fig. 7C>, lung (Fig. 70>, pancreas (Fig. 7E), as well as
palatal shelfand metanephric kidney (data not shown>.

AgBI0 Monoclonal Antibody Stains Specifie
Embryo Organs

In contrast 10 the staining reactions observed. with
antibodies CCI and 231, bath embryonic surface ecto­
derm and mesenchyme showed no reaction with mAb
AgB10. Intense AgBI0 staining reactions were identi­
fied. early in the visceral yolk sac endoderm (Fig. BA,B>,
followed. at 15.5 dpc in the metanephric ductular epi­
thelia <Fig. SCl, secre10ry and ductular epithelia ofsaI­
ivary glands (Fig. BD>, and nasal epithelia (data not
shown). The developing fetalliver showed. no definitive
reaction as it displayed predominant hemopoietic ac­
tivities. By IB.5 dpc gestation, AgB10-positive apical
domains of hepatocyte membranes forming the bile
capillary are detectable in mouse fetalliver (Shipova et
al., 1988).

CCI Monoclonal Antibody Epitope la Expressed
at Sites of Active Myogenesia

During early phases of somite formation and differ­
entiation of myotomes. no reaction could he obtained

with mAb CCI, AgBIO, or 231. However, by 13.5 dpc,
14.5~ and peRking at 15.5 dpc, CCI-positive, spin­
dle-shaped cells c:ould be identified at terminal sites of
active myogenesis (intercostal muscles, diaphragm.
subscapular muscles). Figure 9 illustrates the single
spindle-shaped cells on large primary myotubes iden­
tified on 15.5 dpc sections. Figure 9A a1so illustrates
various phases ofapparent fusion ofsmall CCI-positive
ceUs (forming secondary myotubes) on the larger pri­
mary myotubes. These CCI-positive cells are clearly
seen in cross sections of the diaphragm (15.5 dpc)
where the intimate contact on the cin:umference of
large primary myotubes is clearly evident (Fig. 9B).

Mesenchymal celIs (precursors offibrobIasts) distrib­
uted between the deve10ping primary and secondary
myotubes (myofibers) showed no reactivity (Fig. 9B).
Staining reactions of seriaI sections with the mono­
clonal antibody directed against the intennediate fila­
ment protein desmin, characteristic of myoblasts.
clearly revealed that myobIast precursors (desmin-pos­
itive cells) showed no reactivity 10 CCI in myotomes or
during the migration phase (data not shown). but ooly
at terminal sites ofactive myogenesis. Figure 9C illus­
trates desmin·positive celIs on the surface of large pri­
mary myotubes seen at 15.5 dpc. These cells correspond
to CCI-positive cells seen in Figure 9A.

DISCUSSION

The three antibodies used in this study have high­
lighted certain similarities and ditTerences in the Bgpl
expression pattern during embryogenesis. The three
antibodies detected expression of Bgpl in the yolk sac
visceral endod~ the uterine glands, and the epithe­
liaI lining of many tissues of endodennal Iineage (Ta­
ble 1). Although these antibodies 9hibit distinct spec­
ificity for Bgpl in immunoblot analyses (Fig. 2), at the
present time we cannot entirely rule out the possibility
that the differences in expression may reflect recogni­
tion of unspec:ific epitopes or that the antibodies may
recognize epitopes of other members of the mouse Cm
family. This is unlikely, however, since the antibody
does not bind 10 the Bgp2 protein, which is its most
closely related family member. The 231 polyclonal se­
rum and CCI monoclonal antibody were raised 10 a
highly purified, denatured 110-120 kDa Bgpl adult
mouse colon and liver protein, respectîvely. The AgBlO
monoclonal antibody was raised against partially de­
natured hepatocyte membrane proteins. The two mono­
clonal antibodies were prepared for studies intended
for diff'erent functions. i.e., the CCI mAB is an inhib­
i10r of mou.se hepatitis viral infection <Smith et al.,
1990) and the AgBlO mAb recognizes a Bgpl bile
canaliculi protein (Kuprina et al., 1990). The Bgpl
epitopes recognized by the two monoclonal antibodies
have been restricted. in the present analysis and it is
clear that these involve complex structural and confor~

mational features which may or may not he selectively
presented either in the native state ofthe protein at the
surface ofcells or during embryonic development. Full-
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Fig. 3. Expresslon of Bgpl I8WQlliZ8d by AgB10 and 231 antibodIes
in various Ilsaues. k The AgBl0 positive maI8rIaJ is Iocalizsd in the bile
canaIk:uIi of the Uver. Bar := 9 J&In. B: The AgB10 positive material is
loc:aüz8d ln the brush border zone of the smaII In18stlnal epiIheliaI ceIIs.
Indicaled by an anow. In the langentiaI secIian 1hrough Che Yilus. the core
of cytcpIasm of mictoviDI are seen as unstained white dols surrounded by
rnembrane-locaI AgBl0 positive matertal. (CCl stained mat8riaI W8S
aJao locaIed on epitheIiaI c:eU surfaces). Bar • 13 J,Un. C: The 231 pœ­
itMt matertaI ils ldentiI'ied on the surface of the gut epiIheüum as weil as
mucus-containln C8lIs (arrow). Bar 3: 17 jIJI1. D: Endometriat glands ln
a 7.5 dpc conc:epIUS. The epIIhefiaJ œil surfaœs of the gfands show a
positive l'88CIiOn agaInsI antIbody 231 (anowhe8ds). Bar := 17 J&In. E:

length Bgpl contains 16 N-Iinked glyc:osylation con­
seDSU8 sequences and a great number of o-linked car­
bohydrate recogniti...n sites. The addition of sugars on
these sites may vary during embryonic development or
in different tissues. Similarly. Bgpl may be differen­
tially phosphorylated. in various cells types (Afar et al.•
1992). This could explain the distinctive immunostain-

S8glUa1 S8dIon through a 7.5 dpc œnceptus iDustrating compIeC8~
senc:e of a S1ainIng f88dion ln the embrya (8) durIng the gasttulalion
phase and exrra-emtM yoniC rœmtnnes. and heavy specifie staining ,.
action wiIh antIbody 231 ln the endoCheIia of rnatemal bIood vessels (v)
seen in the decidua of the placenta. The large deciduaJ ceIIs betWeen
rnaremal vessets show no readIon. Bar := 125 pm. F: Sedion etuough a
10.5 dpc placenta shDwmg a positive Iabeling reaction wiIh poIydonaI
antibody 231 restrlct8d te the œil surlaces surrouncfing the polar giant
trophobI8St ceOs (g). The fetaJ and rnatamaJ endoCheIiaI ceIIs of the !ab­
yr1nthine pIaœntaI region (Ip) show no re8dion ta 231. where8S endo­
thefla of maremaI vessets (v) ln the decidwd region show a dIstind ,.
action (arrow). Bar ~ 50 l1li1.

ing results obtained with the three antibodies used.
When possible. the immunostaining data haB been con­
firmed by in situ hybridization with a very specifie
Bgpl riboprobe or sustained by results of other inves­
tigators in different specles.

The identification ofdistinctive patterns of immuno­
staining in cells derived from al1 three genn layers
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TABLE 1.lmmunolocaHzation ofBgpl Epitopes UsiDg Bgpl-Specific Antibodies-

+ + + +
+++ +++

+ + + +
+ +/- +/- +1-

CCI nO.Sd> CCI (15.5d> 231 <lO.5d> 231 <l5.5d)

ep mes ep mes ep mes ep mes

Extra-embryonic membranes
Yolk sac visceral endoderm

Mesenchyme
Yolk sac parietal endoderm

Mesenchyme
Allantoic Mesenchyme
Uterine gJands
Uterine endothelium
Polar giant trophoblast
Mural giant trophoblast

lO.5d

+

15.5d

+

lO.5d

+

l5.5d

+

lO.5d

+++

+

AgBtO (10.5d)

ep mes

15.5

+++

+

Aga10 <l5.5)

ep mes

(

Embryonic tissues
Skin ++ + ++
Nose + ++ +1-
Haïr rudiment NA NA + NA NA +
Tongue NA ND + ND + +
Palate ND + + + +
Salivary + ND ND ND
Neuroepithelium
Brain NA NA NA NA NA
Spinal card NA NA NA NA NA
Meninges NA + NA + NA NA NA
Intra-embryonic endoderm
Pharyngea1 + + +1- + +
Esophageal + + +/- + +
Stomach + +1- + +
Duodenal + +/- + +
Small intestinal + + + /- + + +
Colonie + +1- + +
Recta1b + + + + + + +
Long +
Liver
Pancreatie +
Bladder
Prostatic NA NA NA NA NA NA
Mesothelium + +
Intermediate mesoderm
Metanephric NA NA + NA NA NA NA + + +

-ep, epithelium; mes, mesenchyme; NA. Dot applicable; ND. Dot determined.; + + +. higher intensity reactioD.
-Nasal epithelial glands strongly positive.
bMultilayered. rectal epithelium.

(

with antibodies raised against Bgpl suggests that 1) a
varlety of epitopie forms of Bgpl are detectable, sug­
gestive of significant developmental roles. The devel­
opmental eventB involved in placenta! adaptation and
a varlety of subsequent epithelial-mesenchymal inter­
actions involve specifie forms of the Bgpl proteins. 2)
Whereas monoclonal antibodies CCI and AgBIO iden­
ti.fy cell surface material. the polyclonal antibody (231)
identifies both cytoplasmie and œil surfaœ forma of
Bgpl. 3) Bgpl in mesenchymal tissues appears during
later phases of active hïstogenesïs and organogenesis.
While ail three antibodies reacted with Bgpl proteins
involved in gut development, the CCI antibodyalso
revealed Bgpl proteins potentially involved in the for­
mation of specialized mesenchymal tissues. CCI also

recognized a myoblast œIl surface Bgpl epitope ex­
pressed during secondary myotube formation.

Bgpl May Play a Role During the Critieal Phase
of Embryo Implantation

Examjnation of the early post-implantation embryo
revealed that the Bgpl proteins are not expressed dur­
ing the gastrulation period, which is when the three
primary germ layers are formed. The early phases in
extraembryonic membrane formation also showed no
detectable Bgpl protein expression. The active expres­
sion of Bgpl proteins in the pregnant mouse uterus
agrees with previous reports oC endometrial gland ex­
pression of Cell CAM-lOS (renamed C-CAMI. a Bgp1
homolog) in the rat (Svalander et al., 1990>' This report
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Fig. 4. Sgp1 expression in Che 10.5 dpi: placenta. A: The polar tro­
phoDlast giant cells show a COI iCdi Ibatiot1 of B!lJJ1 mANA (anow peints 10
pM of det8d8d mANA) in the perinudear cytopIasm. Bar =0 20 """" B:
HIgh magnifica1ion of a l8Ige matemaJ blood V8SSeI (mv) seen in a 105
dpc decidua stained with Che 231 antibady. Note the lhick8ned~
Oum with stained cytoplasm and celi surface expt8SSion. Red bIood cells

clearly demonstrated. that Bgp expression is increased
in the glandular epithelium in response ta progester­
one treatment. However, expression of Bgpl proteins
occurs in the early pregnant endometrial glands (Fig.
3D) and endothelia, a period during which successful
reception and toleranœ of the embryo by the uterus is
established. It is weil known that endothelial œIl ad­
hesion Molecules (such as E- and P-selectin) are indue­
ible (Gotsch et al., 1994), and it appears that Bgpl, an
adhesion Molecule of the immunoglobulin family, is
significantly expresse<! in local endothelia during de­
cidual reaction. Severa! studies on human and mouse
placenta! development (Ruck et al., 1994) suggest that
the timely expression of œIl adhesion Molecules in the
placenta may be essential for normal development and
the regu.lation ofthe local maternai immune responses
to the genetically foreign embryo (paterna1 antigens
expressed on trophoblastic œlIs). The presence of1arge
numbers ofsmall mononuclear œl1s firmly adherent ta
the Bgpl-positive endothelial cells of decidual vessels
suggests that this protein may he involved, together

and Iatge phegoc:ytic ceIIs wtIh diaminabenZidlne-positive matetiaJ are
seen in Che lumen. Bar =20~ c: High magnifIcaIion of deciduaI blood
vessels Is seen st 10.5 dpi:. Numerous smali mononuc:Iear cells (arrcws)
in dinId contact with endoIhefia wtUch are positiveIy stained with antibody
231. Bar =0 20 J,Un.

with other adhesion Molecules, in the selective recruit­
ment of hemopoietic œlls in the pregnant uterus. 1t is
DOW weIl established that bone marrow-derived cells
infiltrate the decidua (Gambel et al., 1985). Other œIl
adhesion Molecules of the immunoglobulin supergene
family (I-CAM and V-CAM) have previously been iden­
tified in the human decidua CRuck et al., 1994).

Ourobservations in the mouse conceptus clearly dem­
onstrate that Bgpl is preferentially expressed in the
maternaI endothelia localized in the decidua (the site
where blood-bome cells infiltrate) but Dot in the ma­
ternaI or fetaI endothelia predominant in the labyrin­
thine placenta (a site for diffusional exchange) (Fig. 3F>'

Bgpl lB Espressed Daring Early Morphogenesis
of the Surface Ectoderm

The identification of an intense immunoreaction for
Bgpl with antibody 231 exclusively in the primitive
surface ectDderm indicates that Bgpl may participate
in the earliest events in skin development. Ofparticu­
lar interest was the abrupt absence of bath Bgpl
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Fig. 5. A: A section Ihrough the sIdn 01 a 15.5 dpc fBIus. In siIu anIage and moet of the cyII:IpAasm 01 the basal c:elIs (8IT'DW). Bar - 13
hybndIzatiui i deCection of _1 mANA in the cytopasm of the stndIfied !&1ft. C: A limIIar section through the sktn of a 15.5 dpc fecus shawlng an
surface epitt1eIium ia visible by the deep tut pieciplbllB. The aggregate Intense brown st8lnng r88dIan with antibody 231 in the surface stndIfied
of epiIheIiaJ C8IIa thal comprlse the anIBge 01 h8Ir foIIdes (anaws) se epitheIium. and 8bsence of any staJning t88dlon in the anIage of hait
devoid of 8(1'1 mANA. Bar • 33 ~. B: Higt1er m&gnitic:ation shows foIicIe8 (arrows). Bar '"" 50~
positive reactIon in the epIdemùa but negsIIve 8XpIessiOn in the hair

(

mRNA and protein in the discrete centres of haïr an­
lage in comparison ta its presence in the surface-strat­
ified epithelium of the developing skin. During skin
morphogenesis, the formation of an epithelial placode
and subsequent induction ofa mesenchymal condensa­
tion is foUowed by reciprocal mesenchymal-epithelial
interactions which result in specifie cutaneous struc­
tures (Sengel, 1976). Various classes of ceU adhesion
Molecules are Imown to he di1ferentiallyexpressed. dur­
ing skin morphogenesis, and the immunolocalization
patterns for P-cadherin and E-cadherin in mouse em­
bryo epidermis and vibrissa follicles suggest that,
apart from cell adhesive roIes, the preferential local­
ization ofP-eadherin in the proliferative ceU layer may
euggest a role in the proliferative activity ofbasal cells
<Hirae et al, 1989). The absence of Bgpl in the devel-

oping haïr placode, which is characterized by signifi­
cant changes in proliferative activity and adhesive
properties, may implicate this protein in early events
during epidermal morphogenesis. Reœntly, it W88 re­
ported that human BGP was detected during normal
morphogenesis of sebacious glands as weU as in nea­
plasms involving these structures CMetze et al., 1996).
The invoivement in morphogenesis oCother ectodermal
structures such as mammsry gland and enamel organ
remains ta he determined.

Bgpl May Be Involved in
SecretiODlReabsorptioD
Throughout Development

The intense staining reaction with AgBIO in the api­
cal region of the visceral yolk sac endodermal cells is
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Fig. 6. Expression of Bgp1 prurein in the œ-eIoping gut. kAcoranal
section through a 10.5 dpc embryo stained with monodanaI antibody
CC1. The entire prirrùtiWt gut endDdennaIlayer (arrow) shows a positive
teaCtion. The neural tube (n). an primitive mesenchyme (sorMes. s; 11mb
bUd mesenctcyme. lb). endoCheIia of 8Of1a (A). and surface ec:IOdenn
show no readïon. Bar .. 50 J&l11. 8: SagtttaI section through a 15.5 dpc
retus. A readIon ra antibody 231 is seen in the IuminaJ cea surfaœs of the
slDmaCh (st). Intestines (i), and colon (c). The gue mesenchyme, feCalliver
(Iv). and rnesentery st1OW8d no immUnOnNICIion. Bar ... 35 J,Un. C: Sag-

significant for two reasons. First, the immunoreaction
appears to he consistently associated with epithelial
œil surfaces characterized. by the presence of mi­
crovilli. e.g.. in adult bile canaliculi (Kuprina et al.•
1990). and with severa! embryonic epithelial cells iden­
tified in our study. Second. it is now weil established

ittaJ section through a 155 dpc fetus. A nt8dion ta rnonodonaI antIbody
Age10 Is f8Stnd8d ta the surf8œs of the multilayered rectal epitheIIum
(r). The gut mesenc:hyme, bIadder epttheüum (b), and mesoll8phalc dud
(rnd) show no nMIdion. Bar oz 385 JLI'L D: Hlgh magnlfication ofa 88dion
Ihrough the l8dUm seen in C showing the multflayer8d epitheüum (arrow)
wiIt\ an intense positive reaction for AgB10 (alao l'88dlve for CC1 and
231). The "S'OCiMed gut meS8llChyme shows no reection wiIh any of the
Ihree antibodIes. B8r .. 15 ",,".

that in the early phases. before a functional vascular­
ized chorioallantoic placenta develops. the yolk sac
(choriovitelline placenta) serves as the main functional
site for the embryonic acquisition of nutrients (pro­
teins) (reviewed by Jollie. 1986). UltrastructuraI stud­
ies. supported by functional studies (Haar and Acker-
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Fig. 7. CCl irnmunostaining in mesenchymaJ tissues of a 15.5 dpc
feCus. A: The meninges (m) on the surface of the bnIin and sulcI show a
strong reaction. The brain tissue is negative. whereas pelictIorldllum and
dennaI mesenchyme aIso show a l'88dion. Bar a 104 l&IJ1. B: A positive
CCl reaction in !he heBd mesenchyme is seen in !he IIp (arrow). Bar ;,.

man. 1971), revealed that the endodermal apical
surface contains profuse mîcrovilli, coated invagina­
tions. and absorptive vacuoles. The temporal and struc­
tural localization charaeteristics suggest that AgBtO
identifies Bgpl proteïns involved in absorptive activi­
ties. This possibility is supported by the immunolocal­
ization of AgBI0-reactive Bgpl proteins in the primi­
tive gut endodermal surfaces at 10.5 dpc (normally
active in reabsorption of amniotic fluid>, metanephric

50 t'I"- c: 5aivaty gtand mesenchyme (arrow). (0) Iung mesenchyme
(arrow). and (E) pancreatic mesenchyme (arrow) W8I8 positive with ChIs
antibody. The duodenaI mesenchyme (E) Is negative. A positive reacIion
W8S aJso identified in !he mesothetiaIlining of the Iung and intestine (black
arrowheads in 0 and El. Bar = 33 1lITl.

kidney tubules at 15.5 dpc (normally active in reab­
sorptive activities during a period ofurine formation in
the fetus), as weil as in nasal mucus glands and sali­
vary glands and ducts (active in secretion and reab­
sorption). In this regard. our interpretation would sug­
gest that the AgBtQ.specific îsoform of the Bgpl
protein represents a molecule, presented at the epithe­
lia! absorption surface, that bas SÏInilar absorption
functions in prenatal and postnatal development.
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Ag. 8. Ag810 irnmunostaining ln varioUS tissues. A: A lhIdc section of
an isoIatsd yolk sac shaWing a uniform int8nse AgB10 positive staining
reaction resbicI8d 10 the apicaJ sutface of the visœraI yoIk sac endOdenn
(ys). Bar =385 1&1". B: High maglliftcation of an intact visceral yalk sac
showing the direct recationship of the absorptiye sutface of the YiSC8ral
endodenn (ve. shawn WIth Ag810 positive reactian on its apCal surface)
10 the maremaJ btood (the eurved anow indicates direction of maternai
nutrient transfer 10 the embryo vessels in the yoIk sac). The parleIal
81ldoderm (pel. mural gIant trophoblast (g). and rnatemaI blood V8S88ls

Bgpl Is Expressed in Early Gut Development as
WeU as Mesodermal Differentiative Activities

The developing gut epithelium revealed temporal
and regional dift'erences in the immunoreaction with
the three antibodies. Monoclonal antibodies CCI and
AgBlO reacted with the entire primitive endoderm as
early as 10.5 dpc but eventually predominated in the
distal colon (rec:tal regions). In contrast, antigens reac~

tive ta antibody 231 appeared later and persisted
throughout the late fetal gut epithelium. The gut-as­
sociated mesenchyme demonstrated no reaction ta any
of the antibodies, suggesting that the epitapes recog~

nized by the anti~Bgpl antibodies were confined to the
dift'erentiating gut epithelium in surface locations and
were possibly related to its functions.

Two features of Bgpl expression in the developing
gut are noteworthy. 1) The localization characteristics
of Bgpl in the developing gut parallel that of carcin~
embryonic antigen in the human retus (Nap et al.,

(rnv) show no reedion. Bar a 13 pm. c: S8gittaJ section ttvough the
mecanephric Icidney of a 15.5 dpc fBtus. A readion 10 the monodOnal
antibody AgBl0 is resIricted 10 the luminal surfaces of the lOdney tubules
(anows). The gIomenJlus and mesenchyme show no t88CIion. Bar = 33
1&1"- 0: S8giaaJ section lhrougtI the salivary gland in an 18.5 dpc feIus.
The IurninaJ surtaces of the gIanduiar epithelium as weI1 as the duetular
epitheIium (see anow in tongue regionl show intense positive reacticns.
The usociated mesenchyme showed no reaction. Bar = 385 J&J11.

1988; Benchimol et al., 1989); the primitive multicel~

lular gut epithelium normally displays CEA expres­
sion, and 1088 ofCEA expression is seen in craniocaudal
differentiation and ultimate assumption of a normal
simple epithelium. However, Bgpl expression occurs
much earlier (clearly detectable at 10.5 days) than in
the human gut (seen at 9 weeks, equivalent ta mouse
gest&tional age 14.5 dpc) (von Kleist et al., 1986; Nap
et al., 1988). Interestingly, the expression ofthe human
CEA transgene in the mouse was first detected at 14.5
dpc CEades-Perner et al., 1994). Bgpl is expressed ear~

lier (10.5 dpc) than the CEA transgene (14.5 dpc) and
therefore may fu1fill earlier essential roles during gut
morphogenesis. Interestingly, the HNF-4 b'ans~acting

factor, shown to he critically involved in Drosophila gut
morphogenesis (Zhong et al., 1993), is also actively im­
plicated in transcription of the human BGP gene
(Hauclt et al., 1994) but bas no effect on transcription of
the CEA gene CHauclt and Stanners, 1995). 2) The
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Fig. 9. A: sagittal section through the cfeY8IOping inten:ostal~
in a 15.5 dpc fetus showing positive CC1 staIning reaction in 1) single
spindle-shaped mesenchymaJ c8IJs (single arrowhe8d) lntimatety associ­
ated wi1h negativeIy stained pnmaty embryonic myocubes (pm) and 2) an
aignment of mesenchymaI celIs (developillg secandary myotubea. d0u­
ble 8ITOWhe8d) intlmately 8SlIOcillbld on Bither side of primary myoIUbes
(pm). r. rib c:arUIage. Bar .. 13 fLIT'. B: Cross sedion etvough the dia-­
pt1nIgm of a 15.5 dpc: f8Ius. The intimate essociatian of CC1-pœitive
mesenchymaI ceIIs (anowheads) on the surface of the laIger primary
myaCUbes (pm) is de8rty SBBn in the cross 58dlon. The exl8nSiVe~
pIaam of the primary myatube show no reectiCln. The ast8risks in primary
myotubes indicate l8dIons Ihraugh the nuclei. A capillaJy {cl wi1h red
b'ood CBIIs and mesenchymal œIs (m) (no irnmw1DnNIdicns) 818 distin­
guish&bIe. Bar = 5 flII1. C: A SlIgiUBJ sedion Ihrough the int8rCOStBl
muscles of a 15.5 dpc,ecus whIc:tt h8S bBen stIIInBd wiIh the rnonadonaJ
antibodV against desmin. 5maJI spindIe-sh8ped mesenchymat œls (d)
intImal8Iy attaehed ID primary rnyoCUbes (pm) shaw an intense positive
staining readlon for the inIem'lediat8 filament probIin desmin. The exten­
sive c:ytcp/aSm of the primaty myoIUbes show a diffuse positive reaction
10 !he rnonadanat antibody 8g8lnst desmin. Bar = 11 ~.

Bgp1 epitopes iclentified with mAb CCI and AgB10 are
more characteristic of the primitive gut epithelium,
whereas epitopes identified by polyclonal antibody 231
appeared later and persisted in normal epithelium.

Bgpl Is Expressed DuriDg Secondary Myotube
Formation In Vivo

The identification of Bgp1 on myoblasts was re­
stricted. ta a distinct phase in the complex process of
myogenesis. CCI immunoreactivity WBS not obeerved
in desmin-positive cells identified in the myotome or in
migratory desmin-positive cells. At terminal sites of
active myogenesis, preformed primary myotubes dis­
p1ayed no Bgp1 proteiD, whereas secondary myobIasts
seen as singlets or as myotubes of various sizes on the
circwnference of primary myotubes stained intensely.
The precise location, morphology, and temporal fea­
tures of proteiD expression and fusion characteristics
<Harris et al., 1989; Zhang and McLeDDaD , 1995)
clearly su.ggest that Bgpl is present on secondary mya­
blasts during an active phase of axial myogenesis in
the fetus. The initial identification ofthis phase at 13.5
dpc and a preponderance in subsequent daya (14.5­
17.5 dpc) may acconnt for the sudden peak (16.5 dpc) in
Bgp1 expression observed during embryogenesis.

The characteristics of Bgpl expression su.ggest an
involvement in œil recognition between secondary
myoblasts and/or secondary myoblasts and primary
myotu.bes. Whether Bgpl is expressed during actual
fusion of cell membranes is unknown. Other adhesion
molecuIes (N-CAM, N-cadherin) are active in this cam­
plex proœss Œnudsen et al., 1990). Light microscopical
studies in vivo have indicated. that an integrin (a4Pl or
VLA-4) and its counter reœptor, vascular œIl adhesion
molecuIe <VCAM-l) are expressed at sites ofsecondary
myogenesis CRosen et al., 1992). The microscopie de­
scription ofVCAM-l positive mononuelear œlls adher­
ing to primary myotubes is similar ta our identification
of Bgp-l positive mononuclear cells on primary mya­
tubes. There is a significant accumulation of data sug­
gesting that the two temporal forma ofmyogenesis (em­
bryonic and fetal phases of myogenesis) indicate
myoblast diversity (Miller, 1992) and the possibility
that this process involves distinguishable regulatory
factors. It is of renewed interest that at least two îm­
munoglobulin family members <VCAM-l and Bgpl)
are expressed during secondary myogenesis. Recent
studies (Venuti et al., 1995) suggest that the myoge­
nin-mutant mouse embryos appear to bave striking de­
fecta during the phase of secondary myofiber forma­
tion, and RT-PCR studies indicate that VCAM-1
expression was not affected by the absence of myage­
niD. The effect of myogenin deficiency on the expres­
sion ofBgpl during secondary myogenesis is unknown.

Our observations on the changes in Bgp1 expression
in decidual endothelia. hair anlage, differentiation of
the gut multiœllular epithelium, and formation ofsec­
ondary myotubes are all in accordance with the hy­
pothesis that Bgpl isofonns ad as œll adhesion mole-
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cules in these circumstanc:es <Turbide et al, 1991;
McCuaig et al., 1992). But these observations also in­
troduce the possibilities of involvement in œIl recruit­
ment (in the placenta), influence on œIl proliferation
(in the epidermis and gut). and mesenchymal-epithe­
liaI cellular interactions during organ formation (sali­
vary gland, kidney. lung. pancreas. skin). The identi­
fication of spatial and temporal Bgpl localization
provides a basis for our current analysis of the Bgpl
functions in Bgpl-l- mutant embryos.
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GÉNÉRATION DE CELLULES DE SOUCHE EMBRYONNAIRE DE SOURIS
hgpt +/-



(

(

(-

PRÉFACE

Les expériences décrites dans ce chapitre ont pour but de générer ultimement des

souris hgp 1 -/-, afin de mieux définir le rôle de Bgp 1. Les expériences présentées au

chapitre précédent avaient pour but de déterminer le mode d'expression de cette protéine

durant le développement embryonnaire de la souris. Ces données préliminaires

permettent plusieurs hypothèses sur le rôle de Bgp 1 durant l'embryogénèse et seront

essentielles à l'élaboration d'une stratégie rationnelle pour éval uer le phénotype des souris

"?l' 1 -/-~ lorsque celles-ci seront disponibles.
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INTRODUCTION

Les glycoprotéines biliaires sont des protéines membranaires faisant partie de la

famille des Antigènes Carcinoembryonnaires (CEA), elle-même incluse dans la

superfamille des Immunoglobulines (Ig) [Il Chez la souris, il existe deux gènes

similaires au H(;P humain, soit hgpl et hg!'}. L'épissage alternatif du gène hgpl génère

plusieurs isoformes. La portion extracellulaire de cette protéine est constituée d"un

domaine N-tenninal similaire aux domaines variables des Ig et de un ou trois domaine(s)

similaire(s) aux domaines constants des Tg. Cette glycoprotéine est ancrée à la

membrane cellulaire par un domaine transmembranaire et possède une portion

cytoplasmique de 10 ou 73 acides aminés [2, 3].

Bgpl est présente du côté apical de l'épithélium du côlon, de l'endomètre et de la

prostate [4, 5, 6]. Elle est également exprimée du côté apical des cellules des tubules

rénaux et du côté canaliculaire des hépatocytes [7, 8]. Bb'P 1 est de plus présente du côté

luminal de l'endothélium des capillaires, des artérioles et des veinules [9]. Plusieurs

types de c~lIules hématopoïétiques expriment Bgp 1: mégacaryocytes, plaquettes,

leucocytes polynucléaires et mononucléaires, macrophages, lymphocytes B et

lymphocytes T activés [1, 9]. Les fonctions physiologiques de Hgp1 dans ces organes et

cellules sont encore imprécises.

L'expression de Bgp1 dans les cellules cancéreuses a été étudiée chez l'humain,

le rat et la souris [1]. Bgpl est régulée à la baisse dans plusieurs lignées cellulaires de

carcinome du côlon ainsi que dans les tumeurs primaires du côlon chez les humains et les
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souris (10, Il]. L'expression de Bgpl est également diminuée dans les carcinomes de la

prostate, de la vessie et du foie [1, 12].

Nous avons étudié l'expression de Bgpl durant le développement embryonnaire

de la souris (cf chapitre 2 de la présente thèse). Elle est très dynamique, ce qui suggère

un rôle actif de Bgp 1 durant l'embryogénèse de certains tissus. Bgp 1 est exprimée dans

le placenta et certains autres tissus extra-embryonnaires (trophoblastes géants,

endoderme viscéral du sac vitellin) de même que dans les glandes endométriales et les

cellules endothéliales de l'endomètre de l'utérus pendant toute la gestation. Bgp1

apparaît dans l''embryon à 8,5 dpc (days P()st-cfJï!um), dans les cellules de l'épiderme;

son expression y est maintenue jusqu'à la naissance. Bgp1 est exprimée dans le tube

digestif à partir de 10,5 dpc.: et son mode d'expression suggère qu'elle pourrait être

impliquée dans le processus de différenciation de répithélium gastro-intestinal. De plus,

le patron d'expression de Bgp 1 durant le développement de la souris suggère que cette

protéine pourrait jouer un rôle dans la formation des myotubes secondaires, dans les

interactions épithélio-mésenchymateuses de certains organes et dans les processus de

sécrétion-réabsorption entre rembryon et le liquide amniotique [13].

Plusieurs des fonctions documentées de Bgp1 suggèrent que cette protéine joue

un rôle durant l' embryogénèse. Il est démontré que Bgp1 peut agir comme une molécule

d'adhérence intercellulaire in vitro [8, 14-19]. Plusieurs molécules d'adhérence

intercellulaire, comme par exemple la cadhérine E et les intégrines f3, [20] sont requises

durant le développement embryonnaire. Oe plus, Rgp 1 affecte à la baisse le potentiel de

croissance des cellules tumorales [21 ~ 22]. La modulation du potentiel de prolifération
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cellulaire est un mécanisme essentiel à la morphogénèse normale de r embryon. Panni

les autres fonctions suggérées pour Bgp l, la participation au transport transmembranaire

des acides biliaires [23] et la transduction d'un signal extracellulaire [1, 24] sont

également des processus omniprésents durant l'embryogénèse. Ceci n'exclut pas un rôle

pour Bgpl dans les tissus adultes normaux~ au contraire, les multiples fonctions possibles

de Sbrp 1 ainsi que sa présence dans plusieurs types de cellules dans r organisme adulte le

suggèrent fortement.

Une des techniques utilisées pour évaluer le rôle d'une protéine durant le

développement embryonnaire et la vie adulte est l'ablation génique C"knock-out"). Cette

technique permet de produire des organismes n'exprimant pas la protéine en question.

Nous avons choisi d'inactiver le gène hgp1 chez la souris. Brièvement, il faut d'abord

introduire une mutation dans des cellules de souche embryonnaire provenant de souris

129Sv/J, dont la fourrure est agouti. La mutation devra inactiver l'un des allèles du gène

de la protéine étudiée. Ces cellules mutantes sont ensuite microinjectées dans des

blastulas de souris C57Bl/6, de fourrure noire. À la naissance, les souris chimériques

ainsi produites sont identifiables à leur fourrure bicolore. Celles-ci sont ensuite croisées

avec des souris de type sauvage. Si les cellules mutées ont participé à l'établissement de

ta population de cellules germinales des souris chimériques, on obtient des souris

hétérozygotes pour la mutation désirée. Finalement, le croisement des hétérozygotes

pennet d'obtenir des souris homozygotes. Le phénotype de ces souris nous infonne

généralement du rôle physiologique du produit du gène inactivé [25].
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L"inactivation d·un gène dans les cellules de souche embryonnaire est produite

par la transfection dans ces cellules d~un vecteur de ciblage C·targeting vecto(·) [25].

Celui-ci est composé d·un fragment du gène visé d·environ 6 kb~ entrecoupé par une

cassette contenant un gène permettant la sélection des cellules ayant intégré le vecteur

(Figure 7). L~s fragments d·ADN identiques au gène ciblé favorisent une recombinaison

homologue entre le vecteur de ciblage et ce gène. L'omission d'un domaine important

du gène~ 1- introduction de codons de tenninaison dans la séquence codante ou même la

simple présence de la cassette de sélection inactive le gène ciblé. Cette recombinaison

homologue reste toutefois un événement assez rare [15).

Il est possible de rendre le processus de sélection plus efficace en ajoutant à une

des extrémités de la construction (ou aux deux) une cassette contenant un gène de

sélection négative [16]. Alors que rintéhrration d~un gène de sélection positive rend les

clones capables de résister à un agent de sélection. l'intégration d'un gène de sélection

négative rend les clones sensibles à un agent de sélection n'affectant pas les cellules de

type sauvage. Les insertions aléatoires du vecteur de ciblage se produisent le plus

souvent par les extrémités de la construction: la cassette de sélection négative est alors

intégrée au génome de la cellule, et ces clones~ ne présentant pas l'événement génétique

désiré~ ne poussent pas en présence de 1-agent de sélection négative. Par contre, la

recombinaison homologue se produit nécessairement par crossing-over entre les portions

homologues au gène visé du vecteur de ciblage et le gène visé. La cassette de sélection

négative est éliminée par ce processus. Ces clones. présentant l'événement génétique

recherché, peuvent donc croitre en présence de l'agent de sélection négative (Figure 7).
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Les expériences rapportées dans ce chapitre de la thèse visent à générer des

cellules de souche embryonnaire hgpl +/-. dans le but de générer des souris hgpl -/-.

Nous voulons générer ces souris afin de comprendre le rôle physiologique de Bgp1.

Plusieurs expériences préliminaires révélèrent que bgpl, chez les souris 129 Sv!J, est

légèrement différent dans sa région promotrice et dans ses introns du gène hgpl des

souris BALB/c. L'efficacité d'un vecteur de ciblage est augmentée s'il est composé

d'ADN exactement semblable à celui des cellules transfectées [31]. Le gène bgp1 des

souris 119 Sv/J fut donc cloné à partir d'une banque génomique de phage et utilisé pour

la construction d'un vecteur de ciblage. L'électroporation de ce vecteur dans des cellules

de souche embryonnaire permit d'isoler 1221 clones résistants à la néomycine dont

aucun n'avait subi une recombinaison homologue.
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MATÉRIELS ET MÉTHODES

Lorsque non précisées~ les molarités et compositions des tampons correspondent à

celles décrites dans les protocoles standards [29].

Analyses Southerns

Huit ~Lg d" ADN génomique de souris BALB/c., C57BI/6., SJUJ ou 129Sv/J

(Jackson Laboratories., Bar Harbor., ME) ont été soumis à une digestion par les

endonucléases de restriction EcoRI, BamHI ou HindIII. Les fragments furent séparés par

électrophorèse, dans un gel de O,8~'O d'agarose, dans un tampon TAE Boston (Tris

O,04M, CH3COONa 0.,0332M, EDTA 0,001 M., pH 7,6), et ensuite transférés sur une

membrane GeneScreen Plus (DuPont, NEN Research Products. Montréal., Canada). La

composition de la solution d'hybridation est la suivante: SSPE 5X., solution de Denhardt

1X., 50~'o de fonnamide, O.,5~'O de SOS, 1O~'o de sulfate de dextran., 100 J.lglml d'ADN de

testicule de saumon et 1 x 106 cpmJml de la sonde NeoI (Figure 1B) marquée au Hp. Les

membranes furent soumises à une hybridation de 18 hres à 42°C Les membranes furent

ensuite lavées dans des solutions salines. La stringenee finale des lavages fut ceIIe d'une

solution de SSC 0,1 X et 0, 1~'O SOS à 65°C.

Sondes l\'larguées Radioactivement avec du a,J2p_dATP.

Les frabrrnents de restriction utilisés pour générer les sondes furent séparés par

électrophorèse dans des gels de 0,80/0 d'agarose -"Iow melf". Les fragments furent

excisés, dilués dans de reau et marqués avec du a~~P-dATP par la méthode d'amorces

aléatoires r-random priming") de Feinberg et Vogelstein [27]. La figure 18 illustre les

positions des différentes sondes utilisées au cours de ces expériences.
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Analvse Northern

L~ARN total de foie de souns BALB/c et 129Sv/J fut extrait avec de

l'isothiocyanate de guanidine, tel que décrit précédemment [16]. Cet ARN total fut

séparé par électrophorèse, dans un gel de 1,5% d'agarose contenant de la fonnaldéhyde,

dans un tampon composé diacide morphol1nopropanesulfonique (MOPS) 200 mM, de

CH3COONa 50 mM et d'EDTA 10 mM, pendant 18 hres à 65 V. L'ARN fut ensuite

transféré sur une membrane Hybond-N (Amersham, Chicago, lL). L'hybridation eut lieu

dans une solution composée de: SSPE 5X, solution de Oenhardt 5X, 50% formamide,

0, 1~'O SOS, 5~'O sultàte de dextran, 150 1J.giml d'ADN de testicule de saumon et 1 x 106

cpmlml de la sonde ADNc (Figure 1B) marquée au ~~p Pendant 18 hres à 42°C. La

membrane fut ensuite lavée dans des solutions salines. La stringence finale fut celle

d'une solution de SSC 0,1 X et O~ 1% SDS à 15°C.

Immunodétections

Les fractions membranaires de protéines de foie et de côlon de souris BALBlc et

129Sv/J furent préparées tel que décrit précédemment [17]. Ces préparations de

(

protéines (l00 f.Lg) furent séparées sur un gel de 8% de polyacrylamide en présence de

SDS dans le tampon suivant: glycine 142 mM., Tris 25 mM et SOS O~ 10,'0, pendant 18

hres, à 65 V. Les protéines furent ensuite transférées sur une membrane Immobilon et

sondées avec soit une dilution 111000 d'un anticorps monoclonal de souris anti-Bgpl de

souris (CC 1), suivie d'une incubation dans une dilution 1/50 d'un anticorps secondaire de

lapin reconnaissant les IgG de souris (28], ou une dilution 1Î1 000 d'un anticorps
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polyclonal anti-Bgp1 (231). La détection des complexes Ig fut faite à raide de protéine

A marquée avec de r 1:!51(Amersham, Chicago, IL).

Les immunoprécipitations sont déjà décrites au chapitre 2 de ce mémoire.

Préparation d'ADNc par Réaction de Polvmérisation en Chaîne (RT-peRl

La transcription inverse (RT) fut effectuée sur 25 J,l.g d'ARN total de foie de

souris avec l''oligonucléotide KM5, complémentaire à une séquence se trouvant dans la

région 3'NT des gènes h}qJ 1 et hgp2, à raide de r enzyme de transcription inverse AMY

(Life Sciences, St-Petersbourgh, Fla) tel que décrit précédemment [17]. Les ADNc ainsi

obtenus furent amplifiés par PCR avec roligonucléotide KM6, complémentaire à une

séquence se trouvant dans la région 3'NT des gènes hgp 1 et hgp2, en amont (5') du site

reconnu par l'oligonucléotide KM5 et l"oligonucléotide R46NI, complémentaire à une

séquence se retrouvant uniquement dans la région N-terminale du gène hgpl, ou RNXI

complémentaire à une séquence se retrouvant uniquement dans la région N-terminale du

gène hgp2. Le PCR fut effectué à l'aide de l'ADN polymérase Vent (Ne\v England

Biolabs, Beverly, MA), dans les conditions suggérées par le fabriquant. La température

d'hybridation des amorces fut de 50°C pour '2 min. et la température de polymérisation

fut de 72°C pour 2 min. pour un total de 30 cycles de polymérisation.

Autres Réactions de Polymérisation en Chaîne (PCRl

Plusieurs réactions de PCR furent effectuées pour analyser les clones obtenus lors

du criblage de la première banque génomique. Les réactions spécifiques au gène hgp1

utilisèrent les amorces suivantes dans les conditions indiquées: PN4 et PN5, température

d'hybridation des amorces: 50°C, pour l min., température de polymérisation: 72°C, pour
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( 1 min.~ pour un total de 30 cycles~ PN8 et RPN9" température d~hybridationdes amorces:

50°C, pour 1 min." température de polymérisation: 72°C" pour 1 min." pour un total de 30

cycles" 46Nl et PN8, température d"hybridation des amorces: 53°C, pour 1 min."

température de polymérisation: 72°C, pour 1 min., pour un total de 40 cycles" KM 1 et 33­

35, température d'hybridation des amorces: 53°C, pour 2 min." température de

polymérisation: 72°C~ pour 2 min., pour un total de 30 cycles. Les réactions spécifiques

au gène bgp2 utilisèrent les amorces RNXI et RA2NX dans les conditions suivantes:

température d'hybridation des amorces: 50°C~ pour min., température de

polymérisation: 72°C, pour 1 min., pour un total de 30 cycles. Les réactions spécifiques

au gène cea10 utilisèrent les amorces BGP3N et RBGP3N dans les conditions suivantes:

température d~hybridation des amorces: 50°C, pour min., température de

(

polymérisation: 72°C, pour 1 min., pour un total de 30 cycles. PN4, PN5, PN8, RPN9 et

46N 1 sont complémentaires à des séquences se retrouvant dans le domaine N-terminal du

gène hgpl. KM 1 et 33-35 reconnaissent respectivement des séquences se trouvant dans

les domaines Blet A2 du gène hgpl (Figure 6). Les oligonucléotides RNXI et RA2NX

sont complémentaires à des séquences se retrouvant dans le domaine N-tenninal du gène

hgp2. BGP3N et RBGP3N reconnaissent des séquences se trouvant dans le premier

domaine N-terminal du gène cea lO.

La longueur des introns fut vérifiée à raide des oligonucléotides suivants: R46NI

et KM7 (deuxième intron), KM8 et RKMI (troisième intron), KMI et 33-35 (quatrième

intran) et 33-53 et SP6 (distance entre site HindTH et la fin de t'exan A2). Ces oligos

hybrident dans les exons flanquants un intron et sont orientés de façon à amplifier un
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fragment contenant la totalité de cet intron. La température d'hybridation des amorces

fut de SO°C pour 1 min. et la température de polymérisation fut de 72°C pour 1 min. 30

sec., pour un total de 30 cycles de polymérisation.

Le fragment RSL2B-SL3, utilisé dans la construction vecteur de ciblage, fut

généré par PCR de la façon suivante. Une première réaction avec les oligonucléotides

RSL2 et SL3 fut effectuée à une température d'hybridation des amorces de 60°C pour 1

min. et à une température de polymérisation de 72°C pour 1 min. 30 sec., pour un total de

30 cycles de polymérisation, en utilisant comme brin modèle le fragment BamHI de 2.2

kb du gène hgpl de souche 129Sv/J (Figure 2). Par séquençage, il fut vérifié que l'une

des mutations désirées était présente (i.e. rintroduction d'un site Xhol) mais pas rautre

(i.e. introduction des deux codons de terminaison). Un troisième oligonucléotide

(RSL2B) fut donc conçu et une réaction PCR fut effectuée avec les amorces RSL2B et

SL3 en utilisant comme brin moule le produit de la réaction de PCR précédente, dans les

conditions suivantes: température d'hybridation des amorces: 60°C pour t min.,

température de polymérisation 72°C pour t min., pour un total de 30 cycles.

Séquençage de l'ADN

Les fragments obtenus par PCR furent sous-clonés dans le vecteur pCR-Script

SK+ (Stratagene) selon le protocole recommandé par le fabriquant. Leurs séquences

furent déterminées par la technique de terminaison de chaines en utilisant le système de

séquençage de Pharmacia, avec une série d'oligonucléotides spécifiques à bgpl. Les

séquences nucléotidiques ainsi obtenues furent analysées à l'aide du programme DNasis

de Pharmacia.
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Liste des Oligonucléotides

RT-PCR:

KM5 (antisens): 5'- TfGATACCTCACTCTCAGCCA - 3',
KM6 (antisens): 5'- GGCTCCAGGATCCACC [ [ [ [crrc - 3',
R46Nl (sens): 5'- CCAAATGATCACCATGAAG - 3',
RNXI (sens): 5~- ATGGC 1 [ 1 [ CCACTCCACGC - 3'.

SÉQUENÇAGE ET LONGUEUR DES INTRONS ET ANALYSE DES CLONES DE
LA PREMIÈRE BANQUE GÉNOMIQUE:

33-35 (antisens): 5'- CCGGCATCrrCCCTCrrAATAGGGTCTATTCTG - 3',
33-53 (sens): 5'- AGAATAGACCCTATTAAGAGGGAAGATGCCGG - 3',
KMl (sens): 5'- CCTCCCAAGAGCTCTTTATC - 3'~

RKMl (antisens): 5'- GATAAAGAGCTCTTGGGAGG - 3',
KM7 (antisens): 5'- GGGTCACTTCGGTIGACACT - 3',
KM8 (sens): 5'-CCAGTGAGTGTCAACCGAAG - 3',
KMTT2 (sens): 5'- GGGAAGTGACCAGCGAGATC - 3',
lRRI (antisens): 5'- AGTGAGGAACAGAAT - 3',
PN4 (sens): 5'- GTCACCATTGAGGCTGTGCCG - 3',
PN5 (antisens): 5'- TACATGAAATCGCACAGTCGC - 3',
PN8 (sens): 5'- CTGCCCCTGGCGCTTGGA - 3\
RPN9 (antisens): 5'- TTGCCCCGTGAAATTCAT - 3',
BGP3N (sens): 5'- ATGCCGCAGACGCTCCGAGTC - 3',
RBGP3N (antisens): 5'- GAAATCGGAGTAATfTCAA - 3',
SLI (sens): 5'- GTAGTGTTGGAGAAGAAGCT - 3\
RSLI (antisens): 5'- AGCTTCTTCTCCAACACTAC - 3',
SL4 (sens): 5'- GAGAGTTGCAAAGGTCC - 3',
PGKneo2 (sens): 5'- CCTTCTATCGCCTfCTTGACG - 3',
RPGKneo3 (antisens): 5'- GCACAGCTGCGCAAGGAACGC - 3',
RPGKne04 (antisens): 5'- CGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGA - 3',
RCGM2N (antisens): 5'- GTCTTAlTAGTGCCTGTTAC - 3',
RA2NX (antisens): 5'- GATTAGAAGAGTATCATIGTT - 3",
T3: 5'- ATTAACCCTCACTAAAG - 3',
Ti: 5'- TAATACGACTCACTATAGGG - 3',
SP6: 5'- GATTTAGGTGACACTATAG - 3'.

VECTEUR DE CIBLAGE:

RSL2(antisens): 5'- CTCAATGGTGACTCGAGCAGTGGTGGCAGGTCATCAGGA
GGC - 3',

RSL2B(antisens): 5'- GACTCGAGCAGTGGTGGCAGGTCATCAGGAG - 3',
SL3(sens): 5'- CGGAGTATGTTCTAGAACACTG - 3~.
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Criblage des Banques Génomiques

La première banque génomique utilisée était constituée d~ ADN de rein de souris

129Sv/J femelle~ partiellement digéré avec l'endonucléase de restriction Sau3A. Les

fragments de 10-15 kb ainsi produits furent insérés dans le site BamHT de phage À Dash.

Cette banque fut gracieusement offerte par Dr Michel Tremblay, Opt Biochimie~ McGill.

Une quantité totale de phages de 1,4 x 10() unités formant des plages de lyses (pfu) fut

étalée comme il est décrit plus en détails pour la deuxième banque plus bas. Cette

banque fut analysée avec les sonde NcoI et ADNc (Figure 18).

La deuxième banque génomique utilisée était constituée d~ADN de cellules ES

Sv 129D3 partiellement digéré avec l'endonucléase de restriction MboI. Les fragments

de 10-15 kb ainsi produits furent insérés dans le site BarnHJ de phage J..GEMI2. Cette

banque fut gracieusement offerte par les Dr Christian Benoît et Diane Mathis

(Strasbourg, France). La bactérie hôte est la souche LE 392 P2. Les bactéries

compétentes furent préparées selon le protocole décrit par Maniatis [29]. Une quantité

totale de phages de 7 x 105 pfu fut étalée comme le décrit Maniatis [29]. Les plages de

lyses furent transférées sur des membranes Nitran + (Schleicher & Schuell, Xymotech

Biosystems, Montréal, Canada), tel que décrit par Maniatis, en trois exemplaires.[29]

Les membranes furent soumises à une hybridation avec les sondes Ncol, ADNe et TaqI

(Figure 1B) et lavées dans les conditions décrites plus haut pour les analyses Southern.

Les phages hybridant avec l'une euou l'autre des sondes furent récupérés, tel que décrit

par Maniatis (Tableau 1) [29]. Ceux qui furent purifiés furent réétalés à une confluence

pennettant de récolter une plage de lyse unique, après identification des plages positives
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par le processus décrit ci-haut. Ces étapes furent répétées jusqu'à l'obtention d'un clone

pur, i.e. dont toutes les plages de lyse hybridaient avec la sonde.

Préparation d'ADN de Phages

Les phages qui hybridaient avec les trois sondes furent analysés par Southem

avant leur puri fication. Brièvement, leur ADN fut soumis à des digestions avec

rendonucléase de restriction BamHI ou EcoRT et analysé par analyses Southem avec la

sonde NcoL Les phages dont l'ADN présentait les fragments de restriction typiques de

h?p1 furent puri fiés. Les petites préparations d'ADN de phages furent effectuées avec le

système de ~"miniprep" de phage de Qiagen (Chats\vorth, CA) selon les instructions du

fabricant.

Le phage qui se révéla contenir hgp 1 fut purifié. Une préparation d'ADN ('''Large

Prep") de ce phage fut effectuée. Brièvement, un litre de culture de phage fut inoculé

avec lOlO phages et 25 x 109 bactéries compétentes à 37°C jusqu"à lyse complète (l8h).

La culture fut ensuite incubée 30 min. en présence de 5 ml de CHCI3. La phase aqueuse

fut ensuite centrifugée à 7000 rpm dans un rotor GS3 (10 000 g), 20 min.., et 60 gI1 de

NaCI et 70 g11 de de PEG 8000 furent ajoutés au surnageant afin de précipiter les phages.

La suspension fut incubée 4 hres à .,fOC et centrifugée à 9000 rpm dans un rotor aS3 (14

000 g), 20 min.. Le culot de phages fut resuspendu dans 10 ml de solution 10il ( NaCI

0,1 M., MgC12 la mM et Tris 50 mM pH 7,4) auxquels furent ajoutés 7,5 g de CsCl.

Cette solution de phages fut ensuite soumise à une centrifugation à 40 000 rpm dans un

rotor VTi80 (127 000 g) (Beckmann) pendant 18 hres. Une bande de phages fut ensuite

retirée du tube. Ces phages furent dialysés contre 4 litres de solution 10il pendant 18
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hres. L'ADN de phages fut ensuite préparé par extraction avec du phénol, un mélange

24: 1 de chlorofonne et d'alcool isoamyl, et de l'éther. L'ADN fut ensuite précipité avec

0,1 volume d'acétate de sodium 3M et 3 volumes d'éthanol absolu, rincé avec de

l'éthanol à 70~'O, séché et resuspendu dans un tampon TE.

Construction du Vecteur de Ciblage

Deux fragments du phage comprenant le gène hRPI furent sous-clonés dans le

vecteur pcDNAII (InVitrogen): un fragment BarnHl de 2,3 kb et un fragment BamHl­

HindIII d'environ 6 kb. (Figure 2A)

Une cassette contenant le gène de résistance à la néomycine (neor
) sous le

contrôle d"un promoteur de phosphoglycérate kinase (PGK) et suivi d'un signal de

polyadénylation de SV40 (gracieusement offerte par le Dr Michel Tremblay) fut

également clonée dans le vecteur pcDNAII dans les sites Xhol et BarnHI.

Les oligonucléotides SL3 et RSL2B furent utilisés pour amplifier par réaction de

polymérisation en chaîne un frabTJTlent de 1,1 kh commençant au début du S'NT de hgp1

et se terminant dans son 2e exon (voir ci-haut), à la fin du leader, en introduisant deux

codons de terminaison (TGA) dans le cadre de lecture et un site XhoI à la fin de celui-ci.

D'abord cloné dans le vecteur pCR-Script SK+ (Figure 2B), ce fragment fut ensuite retiré

de ce vecteur avec l'endonucléase de restriction Xho[ et cloné dans le site XhoI du

vecteur pcDNAII contenant déjà la cassette ner/ (Figure 2C). La bonne orientation de

l'insertion et la conservation du cadre de lecture furent vérifiées par séquençage. Une

digestion avec BamHI permit alors de retirer un fragment correspondant au morceau

amplifié par PCR et à la cassette ned~ qui fut ensuite cloné dans le site BamHI du vecteur
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pcDNAII contenant déjè le fragment BarnHI-HindIII de 6 kb de bgp 1 (Figure 2D). À

nouveau.. la bonne orientation de l'insertion fut confinnée par séquençage. Cette

construction correspond au vecteur de ciblage sans sélection négative.

Une cassette contenant le gène de la thymidine kinase (TK) sous le contrôle du

promoteur PGK <,~Tfacieusement offerte par le Dr Michel Tremblay) fut clonée dans le

site HindTII du vecteur pcDNAIl contenant la construction complète. La présence de ce

gène dans une cellule rend cette dernière sensible au gancyclovir. Cette construction

correspond au vecteur de ciblage avec sélection négative

Transfection des Cellules de Souche Embryonnaire et Sélection des Recombinants

Le vecteur de ciblage fut linéarisé par les endonucléases de restriction Not! ou

HindIII. 1 x 107 cellules de souche embryonnaire de souris 119Sv/J RW4 (Genome

Systems) ou JI (gracieusement offertes par le Dr Michel Tremblay) furent resuspendues

dans 1 ml du tampon d'électroporation suivant: HEPES 20 mM pH 7,55, NaCI 137 mM,

KCl 5mtvl, Na:!HPO-l 0,7 mM, dextrose 6 mM. 15 J..lg du vecteur de ciblage linéarisé

furent ajoutés. Ces cellules furent ensuite soumises à une électroporation (240 mV, 500

,..s.Fa). Les cellules ainsi traitées furent ensuite cultivées sur une couche de cellules

nourricières (des fibroblastes d'embryon de souris rnitotiquement inactifs) dans un milieu

O-MEM (Life Technologies, Grand Island, NY) enrichi de sérum foetal de veau

(HyClone Laboratories, Logan, Utah) (concentration finale: 15~~), de pénicilline­

streptomycine (Life Technologies, Grand Island, NY) (concentration finale: SOU/ml

pénicilline, 50 J-lgfrnl streptomycine), d'acides aminés non-essentiels (Life Technologies,

Grand Island, NY) (concentration finale: 0,1 mM), de ~-mercaptoéthanol (Life
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Technologies, Grand Island, NY) (concentration finale: 1 x la'" M) et du Facteur

d'Inhibition de la Leucémie murine (LIF) ( Life Technologies, Grand Island, NY)

(concentration finale: 1000 U/ml). Après 24 hres, le(s) agent(s) de sélection furent

ajoutés au milieu: néomycine (G4IS) (Life Technologies, Grand Island, NY)

(concentration finale: 300 J.lgilnl actif) et gancyclovir (concentration finale: lmM), selon

le vecteur utilisé. Après 6-7 jours de sélection les colonies résistantes furent

manuellement sélectionnées et clonées. Les clones furent dupl iqués deux jours plus tard.

Après encore deux jours, un des exemplaires des clones fut resuspendu dans un milieu

propice à la congélation (lO~'o DMSO, 20~'O FBS) et conservé à -SO°C. L'autre

exemplaire fut cultivé à confluence et r ADN fut extrait des cellules selon le protocole

suivant. Les cellules furent laissées dans les plats de 96 puits. Le milieu fut enlevé et les

cellules furent rincées deux fois avec une solution PBS. Le tampon de lyse (50 IJ.I) fut

ajouté aLLX cellules dans leurs puits (composition: Tris pH 7,4 IOmM., EDTA IOmM,

NaCI 10mM, Sarcosyl 0,5~o, protéinase K 1mg/ml.). Celles-ci furent ensuite incubées à

60°C dans une chambre humide pendant 18 hres. L'ADN fut précipité par rajout de 100

J.l1 d'éthanol 100%
, NaCI 75mM, suivi d'une incubation de 2 hres à 25°C. Il fut rincé

trois fois avec de l'éthanol 70 (%, séché, et soumis à une digestion par la U de

l'endonucléase de restriction EcoRI ou BamHI dans le tampon recommandé par le

fournisseur, en présence de BSA (1 OOJ.lglml), de RNase (1 OOJ..lgiml) et de spennidine

(lmM). Cet ADN fut analysé par buvardage Southern avec la sonde Ncoi (Figure lB).

Préparation des Cellules Nourricières
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souris I29Sv/J ned +jT comme le décrit E. J. Robertson [30]. Brièvement, des
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embryons de 13,5 elpe.: sont désagrégés par digestion avec de la trypsine (Life

Technologies, Grand Island.. NY)(concentration: O,25~'o) pendant 2 heures à 37°C. Ces

cellules furent étalées dans un pétri de 150 mm (un plat par embryon), dans un milieu (X­

MEM enrichi de sérum foetal bovin (FBS) (10~'o) et de L-glutamine (Life Technologies..

Grand Island.. NY) (concentration finale: 2 mM). Après 24 heures.. les plats sont rincés 2

ou 3 fois avec du PBS afin de se débarasser des débris. Les cellules ayant adhéré sont

amplifiées pendant 4 ou 5 passages, puis sont incubées 2 heures dans du milieu de culture

contenant de la mitomycine (Sigma, St-Louis, MO) (concentration: 10 J..lg/ml). Les

cellules sont ensuite récoltées puis étalées dans des plats gélatinisés à une confluence de

15 000 cellules/cm:! environ.
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RÉSULTATS

La séquence et rorganisation génomique de hgpl furent détenninées par réquipe

de Nicole Beauchemin en utilisant le matériel génétique des souris de souche BALBlc

[2]. Les cellules de souche embryonnaire à notre disposition pour la suite des

expériences étaient de souche 129Sv/J. Il est démontré que le taux de recombinaison

homologue entre un vecteur de ciblage et le génome de la cellule transfectée est

augmenté si ce vecteur est construit à partir d'ADN isogénique à celui de la cellule [31 l.

n existe une souche de souris (SJL'J) qui possède un allèle de hgp 1 différent de celui des

souris BALB/c (i.e. hgp 1h) [31. Le produit de cet allèle est incapable de remplir la

fonction de récepteur viral de Bgp 1 [31]. Il était donc important de vérifier que le gène

hgp 1 des souris 129Sv/J était identique à celui que nous avions déjà cloné chez les souris

BALB/c. La première partie des expériences décrites dans ce chapitre est donc destinée à

étudier le gène hlif' 1 chez la souris 129Sv/J.

Caractérisation Génomique de bgpl chez les Souris 129Sv/J

Tout d'abord, le patron de restriction des gènes h?!, chez les souris de souche

119S\'.'J fut déterminé. Celui-ci était déjà connu pour les souris de souche BALB/c,

C57Bli6 et SJL:J [3]. Les fragments hgp] de 129Sv/J produits par les endonucléases

EcaRt et BamHI sont les mêmes que ceux de BALB/c (Figure 3, comparer les pistes A et

D des endonucléases EcoRI et RarnHI). Par contre, pour la souche 129Sv/J,

l'endonucléase de restriction HindIII produit un fragment hgpl d'environ 8 kb alors que
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celui de la souche BALB/c n"est que de 1 kb (Figure 3~ comparer les pistes A et 0 de

l'endonucléase HindIII). L'utilisation de la sonde Taql (Figure 1B), spécifique à rexon

A2 du gène, a pennis de déterminer que la différence provient de la disparition d'un site

HindIli dans le premier intron de hgp 1 (Figure 6). Ceci fut confirmé plus tard par

séquençage du gène bgp1 obtenu de la banque génomique (voir ci-bas). Les fragments

du gène bgp 1 générés par ces digestions sont illustrés à la figure 1A. li est également

intéressant de noter que les fragments correspondant à hgp2 pour la souche 129Sv/J sont

différents de ceux de la souche BALB/c pour les trois endonucléases de restriction

utilisés. Les souris 129Sv/J montrent donc des polymorphismes pour le locus bgp, le

gène bgp1 étant le moins affecté par ces changements.

Expression de l'ARNm de hgol chez les souris 129Sv/J

La différence entre les frabrrnents de restriction de hgp 1 chez les deu.'X souches

étudiées aurait pu être révélatrice de différences plus importantes, qui auraient pu

affecter l'expression de ce gène chez les souris 129Sv/J. En premier lieu, rexpression de

Bgpl fut vérifiée au niveau transcriptionnel. La présence de r ARNm de bgpl dans le

foie des souris 129Sv/J fut confirmée par analyse Northem (Figure 4). En effet~ la sonde

correspondant à l'ADNc complet (Figure 1B) révèle la présence de deux ARNm de 2 kb

et 4 kb dans l'ARN de foie de souris 129Sv/J (Figure 4, piste D). Ces ARNm sont

également visibles dans 1"'ARN de côlon et de foie de souris BALB/c (pistes A et B,

figure 4), qui servent de contrôles positifs. CeLL"{-ci correspondent aux ARNm des

isofonnes de Bgpl possédant l et 3 domaines Ig constants respectivement. L'identité des
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différents ARNm fut définie précédelnment par notre groupe de recherche en utilisant

des sondes spécifiques à chacun des exons de hgp 1 [33 J.

En deuxième lieu., le clonage de rADNc de hgpl par RT-PCR permit de

déterminer que la séquence codante de ce gène est identique chez les souches BALB/c et

119Sv/J. Il existe cependant quelques petites différences dans la région 3"'NT (6

nucléotides dans la portion clonée) (Figure 6).

L'ADNc du gène bgp2 de la souche 129Sv/J fut lui aussi isolé avec la même

technique. li fut partiellement séquencé et sa séquence fut comparée à celle du gène

bgp2 des souris de souche BALB/c. Au moins 1 nucléotides de la région N-terminale du

gène bgp2 chez les souris de souche 129Sv/J sont ditTérents de ceux du gène hgp2 de

souche BALB/c.

Expression de la Protéine Bgpl chez les Souris 129Sv/J

Nous avons vérifié I"expression de la protéine Bgp 1 dans le foie et le côlon des

SOUrIS 129Sv/J par immunodétection. En utilisant l'anticorps monoclonal CCI, nous

avons décelé une protéine de 110 kDa dans le foie des souris 1195v/J (Figure 5, piste B)

et plusieurs protéines dans le côlon~ dont la plus importante est de 140 kDa (Figure 5,

piste A). Cette différence entre les poids moléculaires de l'isoforme le plus long de 8gpl

dans le foie et le côlon a déjà été observée [ID]. Elle correspondrait à une différence de

la glycosylation pour 8gpl dans ces deux organes. Les protéines d'environ 95 et 70 kDa

observées dans la piste A correspondent respectivement à un produit protéolytique de

Bgp 1 et à ('isoforme de cette protéine ne comprenant qu'un seul domaine constant des Ig.
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Ces expériences démontrent que Bbrp 1 est nonnalement exprimée chez les souns

129Sv/J.

Isolement et Caractérisation du Gène bgp. des Souris t29Sv/J

Malgré la conservation de la séquence codante entre les deux souches, il restait

possible que des différences importantes existent entre les promoteurs et/ou les introns

du gènes bgp 1 des souris 1295v/1 et BALB/c. Nous avons donc pris la décision de cribler

une banque génomique de souris 1295vl1 afin d'obtenir le gène bgpl de cette souche.

Cela pennettrait de construire le vecteur de ciblage en utilisant de r ADN isogénique aux

cellules de souche embryonnaire 129Sv/1 que nous allions utiliser, et de favoriser ainsi

un meilleur taux de recombinaison homologue [31].

Deux banques de phages furent criblées pour finalement obtenir le gène bgp 1 de

la souche 1295vI1. La première fut criblée à deux reprises. Les sondes Ncol et cDNA

(Figure 1) furent utilisées et permirent d'isoler 20 clones doublement positifs et 59 clones

positifs uniquement avec la sonde ADNc. Des analyses subséquentes (analyses Southem,

sous-clonage et séquençage de fragments de clones purifiés et réaction de polymérisation

en chaine) permirent d'identifier quelques-uns de ces clones, dont quatre se révélèrent

comporter le gène cell 10 de la souche 129Sv/J. De plus, trois des clones isolés à partir

de cette banque hybridaient avec la sonde N-terminale (Figure 1), spécifique au gène

hgp 1. Le séquençage de fragments de ces clones ainsi que des réactions de

polymérisation en chaine ('-peR") avec des oligonucléotides choisis pour amplifier les

introns du gène bgpl révélèrent que ces clones étaient dépourvus d'introns. Ils

correspondaient donc probablement à des pseudogènes.
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La deu.xième banque de phages utilisée fut criblée avec trois sondes différentes.

Les sondes Nco[~ Taq[ et ADNc furent choisies (Figure 1). Comme NcoI et TaqI

reconnaissent des régions du gène bgp 1 se trouvant aux extrémités 5" et 3" de la région

dont nous avions besoin" nous augmentions ainsi la probabilité d~isoler des clones

contenant toute la région nécessaire. De plus. les sondes ADNe et TaqI sont plus

spécifiques à bgpl, alors que NcoI reconnait les trois gènes bgpl, bgp2 et cealO. Nos

chances d~obtenirhgp 1 panni les triples positifs étaient ainsi augmentées. sans exclure la

possibilité d~obtenir les deu.x autres gènes. Les résultats du criblage de la deuxième

banque de phage sont rapportés au tableau 1. Le processus de sélection mis en évidence

cinq clones dont 1" ADN hybridait avec ces trois sondes. De ces cinq clones, caractérisés

par des analyses Southem avant leur puri fication" deux révélèrent le patron de restriction

typique de hgpl chez les souris 129Sv/J. Ces clones furent purifiés et des fragments d"un

de ces deux clones furent sous-clonés et soumis à des analyses de séquence pour

confinner leur identité (Figure 2A). Ils furent ensuite utilisés pour construire le vecteur

de ciblage.

Quelques analyses supplémentaires du gène hgpl de souche 129Sv/J furent

effectuées à partir de ce clone.

D~abord, les exons comprenant les région S"NT et N-terminale du gène furent

séquencés (Figure 6). Cette analyse révéla quelques différences entre la séquence de la

région S~NT de BALB/c et celle de 129Sv/J (4 nucléotides sont différents). Cette

infonnation était nécessaire pour concevoir les oligonucléotides complémentaires à ces

régions utilisés dans la construction du vecteur de ciblage. L"intron se trouvant entre le
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premier et le deuxième exon du gène bgp 1 fut également soumis à une analyse de

séquence pour confirmer la disparition du site de reconnaissance de l' endonucIéase de

restriction HindIII., déjà révélée par des analyses Southern (voir ci-haut).

Ensuite, la longueur des introns du gène bgp 1 de la souche 129SviJ fut évaluée en

utilisant la technique de réaction de polymérisation en chaine avec des oligonucléotides

choisis pour ampli fier les introns de ce gène. Les longueurs de ces introns se révélèrent

être les mêmes que celles des introns du gène hgpl de la souche BAL8/c~ précédemment

détenninées dans notre laboratoire (Figure 6) [2].

Conception du Vecteur de Ciblage

Les vecteurs de ciblage que nous avons construits sont illustrés à la figure 7.

Ceux-ci sont conçus pour que~ dans r allèle recombiné de hgp l, le dOinaine N-terminal

soit remplacé par une cassette contenant un gène de résistance à la néomycine (/leur).

Nous avons choisi d'enlever cet exon pour deu.x raisons. D'abord, il est présent dans tous

les isofonnes de Bgpl générés par épissage alternatif [17]. La possibilité que le gène

soit transcrit et que l"exon inactivant soit épissé s'en trouve donc considérablement

réduite. Ensuite, ce domaine est essentiel à plusieurs des fonctions décrites pour Bgp1.

En effet, les fonctions d~adhérence intercellulaire et de site de liaison du virus de

1'hépatite murine sont toutes deux dépendantes du domaine N-terminal de cette protéine

[1, 28]. Donc, même si ce gène mutant était quand-même transcrit et traduit, la protéine

résultante serait incapable de remplir au moins certaines des fonctions normales de Bgp1.

Afin de minimiser la possibilité qu~un ARNm mutant de hgpl soit traduit., nous avons

également choisi d'inclure deux codons de tenninaison (TGA) à la fin de la région leader
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de hgp 1, dans le cadre de lecture. Ces mutations furent introduites en effectuant une

réaction de polymérisation en chaine avec des oligonucléotides similaires à bgp 1, mais

légèrement modifiés de façon à ce que le produit de la réaction de polymérisation

contienne deux codons TGA dans le cadre de lecture.

Nous avons construit deux versions de ce vecteur, dont l'une comprend un gène

PGK-TK pennettant la sélection négative (Figure 7). Les deux versions du vecteur furent

utilisées dans les expériences d'électroporation décrites plus bas.

Génération des Cellules de Souche Embryonnaire bgp 1 +/-

La première étape nécessaire pour produire une lignée de souris dont un des gènes

est inactivé est la génération de cellules de souche embryonnaire hétérozygotes pour la

mutation désirée. On génère ces cellules en les transfectant avec un vecteur de ciblage

capable dïnactiver spécifiquement le gène désiré. Dans notre cas, la transfection fut

effectuée par électroporation, et deux versions du vecteur de ciblage, avec ou sans gène

permettant la sélection négative, furent utilisées. Plusieurs lignées de cellules de souche

embryonnaire furent ainsi transfectées. L'évaluation de l'événement de recombinaison

dans les clones obtenus se fit par des analyses Southern, avec rendonucléase de

restriction EcoRI. En effet, la cassette /leUr contenant un site de restriction EcoRI, le

fragment EcoRI caractéristique de bgpl est déplacé de 12 kb (nonnal) à 2,7 kb (muté) si

le vecteur de ciblage se recombine avec bgp 1. Le tableau 2 résume les expériences

réalisées et les résultats obtenus.

La transfection fut tentée avec succès à cinq reprises. Un total de 1221 clones

ayant survécu au processus de sélection furent analysés. La figure 8 montre un exemple
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caractéristique d'un clone hgpl +/-. Aucun des 1221 clones ne s'avéra avoir subi

l'intégration du vecteur de ciblage par recombinaison homologue avec le gène hgp 1.

Nous n'avons donc pas réussi à générer de cellules de souche embryonnaire hgp1 +/- en

utilisant les vecteurs décrits plus haut.

Une des hypothèses possibles pour expliquer cet échec était que 8gp1 soit

exprimée dans les cellules de souche embryonnaire. Sa fonction aurait alors pu être

importante pour ces cellules au point que 1" inactivation cf un seul allèle hgp 1

compromette la survie de ces cellules. Afin d'écarter cette possibilité, nous avons évalué

l'expression de 8gpl dans les cellules de souche embryonnaire par des

immunoprécipitations suivies d ~ imm unodétections avec un anticorps polyclonal anti-

( Bgpl (231 ). Ces analyses révélèrent que les cellules de souche embryonnaire

(

n'expriment pas Bgpl (Figure 9, piste 8). li est donc improbable que I"absence de clone

bgp 1 +/- soit due à un effet de cette mutation sur la survie des cellules de souche

embryonnaire.

L'analyse des clones positifs comporterait plusieurs autres étapes. En etTet, les

clones ayant subi une recombinaison homologue doivent également n'avoir qu'une seule

insertion du vecteur de ciblage pour pouvoir être utilisés dans la suite des expériences,

puisque des insertions multiples du vecteur de ciblage pourraient entraîner chez les souris

mutantes des phénotypes qui ne dépendraient pas de l'inactivation du gène étudié mais

de l'inactivation d'un autre gène. L''insertion unique est vérifiée par analyse Southem, en

utilisant une sonde spécifique au gène /leor. Des insertions multiples du vecteur de
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ciblage dans le génôme d~un clone sont révélées par rapparition de plus d~un fragment

hybridant avec cette sonde.

DISCUSSION

Le but de ces expériences était de générer des cellules de souche embryonnaire

qui permettraient de produire des souris hgp 1 -/-. Nous croyons que ces souris, qui ne

pourraient exprimer Bgp 1, nous fourniraient de précieuses infonnations sur la fonction

physiologique de cette glycoprotéine.

Des études préliminaires sur le gène hgp 1 chez les souris de souche 129 Sv/J

démontrèrent qu'il existait des différences dans ce gène entre les souris de souche

BALBle et 129Sv/J. Comme les cellules de souche embryonnaire à notre disposition sont

de souche 1295v/3, que le gène bgp 1 déjà isolé par notre groupe de recherche était de

souche BALBic, et que l'efficacité d'un vecteur de ciblage est augmentée s'il est fait

d'ADN exactement semblable à celui des cellules transfectées [31], nous avons choisi de

d'abord isoler le gène bgp 1 de la souche 129Sv/J en criblant une banque génomique de

phage.

Cet ADN fut ensuite utilisé pour la construction de deux vecteurs de ciblage

(Figures 2 et 7). Ceux-ci furent insérés dans des cellules de souche embryonnaire par
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électroporation. Il fut impossible d'isoler un clone de cellule de souche embryonnaire

hgpl +/-.

Les Gènes bgpl et bgo2 chez les Souris de Souche 129Sv/J

Les analyses 50uthem que nous avons d'abord effectuées démontrent clairement

J'existence de polymorphismes dans les gènes hgp entre les souris de souche 129Sv/J et

BALB/c. Ces différences, pour le gène hgl'l. sont restreintes à la région non-codante du

gène et n'affectent ni sa transcription ni sa traduction. Le gène hgp2 de la souche

129Sv/J ne fut pas analysé de façon aussi détaillée que le gène hgp 1~ la séquence de son

ADNc révéla toutefois des mutations dans sa région codante que modifient la nature de

deux acides aminés du domaine N-terminal de cette protéine, si elle est exprimée. Un

anticorps reconnaissant spécifiquement Bgp2 n'étant pas disponible, il fut impossible de

tenter d'évaluer l'expression de cette protéine chez les souris de souche 1295v/1. Il

semble donc que le gène hgp2 des souris de souche 1295v/J est différent du gène bgp2

des souris BALB;c.

Cette caractérisation du gène hgpl chez les souris de souche l29Sv/J a démontré

qu'il était possible de réaliser l'ablation génique de ce gène chez ces souris. II serait en

effet vain de faire l'ablation d'un gène qui ne serait exprimé. Comme il existe des

variations génétiques entre les souris de différentes souches. ces vérifications étaient

importantes. Les résultats de ces analyses nous ont toutefois convaincus qu'il était

nécessaire d'obtenir le gène hgpl de la souche 129Sv/J pour la suite des expériences, car

celui-ci montrait des différences avec le gène b:p 1 de souche BALB/c, déjà cloné par

notre équipe.
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Criblage de la Banque Génomique

La première banque génomique de phage tùt criblée à deux reprises. Elle fut

criblée avec les sondes NcoI et ADNc. L'analyse des clones ainsi obtenus ne permit pas

d'identifier un bon gène hgpl. Cet échec pouvait avoir deux causes: la qualité de la

banque~ ou le processus de criblage qui. faute d'ètre assez seIectiC rendait difticile

l'analyse détaillée d'un trop grand nombre de clones.

Nous avons donc criblé une autre banque génomique, avec cette fois-ci trois

sondes: Ncol, ADNc et Taql (Figure 18). Comme Ncol et Taql hybrident aux extrémités

5' et 3' de la portion de hgp 1 que nous désirions isoler, nous augmentions ainsi les

chances d'obtenir un clone contenant toute celte région. De plus, l'utilisation de trois

sondes au lieu de deux nous permettrait peut-être d'obtenir un plus petit nombre de

clones triplement positifs qui comprendraient moins de tàux positifs.

Cette stratégie nous permit d'isoler cinq clones triplement positifs dont deux

contenaient la région de hgp 1 que nous recherchions. La décision d'utiliser une troisième

sonde fut donc fructueuse: en efTet, sans l'information supplémentaire fournie par cette

sonde, nous aurions dû purifier et analyser les dix-sept clones doublement positifs avec

les sondes NcoI et ADNc (Tableau 1. parenthèse A) afin d'obtenir ces mêmes deux

clones.

Génération des Cellules de Souche Embryonnaire bgp1 +/-

Aucun des 1221 clones de cellules de souche embryonnaire que nous avons isolés

ne contenait la mutation désirée. Ce résultat indique que le vecteur que nous avons

conçu pour introduire la mutation dans ces cellules a une efficacité de moins de 1/1000
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avec une simple sélection positive et de mOins de IIJ 50 avec une double sélection

positive-négative (Tableau 2).

Les facteurs déterminant la fréquence à laquelle un gène donné peut être ciblé par

un vecteur de ciblage sont encore mal connus. Certains des facteurs pouvant

potentiellement affecter cette fréquence sont la longueur du fragment d'ADN du vecteur

parfaitement homologue au gène ciblé, la position du gène de sélection positive dans ce

gène et le site de linéarisation du vecteur [34, 35]. La statégie de ciblage utilisant les

sélections positive et négative permet d'isoler des clones démontrant des taux de

recombinaison homologue allant de 1110 à 1/1000, selon le gène étudié [34].

Notre cas n'est donc pas exceptionnel. Il est possible que le locus du gène bgp 1

soit moins accessible aux événements de recombinaison homologue que la moyenne. Il

est également possible que l'asymétrie de notre vecteur de ciblage, qui comporte 1,2 kb

d'homologie d'un côté du gène neuf et 6,0 lb d'homologie de l'al.Ltre, soit défavorable à un

événement de recombinaison homologue. Par ailleurs, les vecteurs de ciblage qui

entraînent la délétion d'une portion d'un gène sont de 5 à 12 fois moins efficaces que ceux

qui n'entraînent que l'insertion de la cassette neur dans le gène sans délétion [35]. Notre

décision de tenter d'enlever ('exon N-terminaI du gène bgp1 a donc peut-être réduit

considérablement l'efficacité de nos vecteurs de ciblage.

Les résultats des électroporations déjà effectuées démontrent que les vecteurs de

ciblage conçus sont peu efficaces. La prochaine étape de ce projet consisterait donc à

construire un nouveau vecteur de ciblage. Celui-ci devrait être plus symétrique, i.e. que

les régions d'homologie au gène bgp1 flanquant le gène neuf devraient être de longueur à
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peu près égale. De plus. il serait préférable que la cassette ned soit simplement insérée

dans la séquence du gène bgpl, au lieu d'y remplacer un exon. Enfin, la double sélection

positive et négative s'est révélée très utile pour réduire le nombre total de clones à

analyser en réduisant considérablement le nombre de tàux positi fs. Il serait donc

approprié de conserver cette stratégie pour le nouveau vecteur de ciblage, et de placer le

gène de sélection négative (thymidine kinase) à une des èxlrémités de cette nouvelle

construction ou mème aux deux extrélnités, si c'est possible. Un membre de l'équipe de

Nicole Beauchemin continue ce projet et ces modifications seront appliquées au nouveau

vecteur de ciblage.

Les ablations géniques sont des expériences dél icates. Ces expériences requièrent

énonnément de temps et il est impossible de savoir à l'avance si tous ces efforts seront

récompensés. Les résultats peuvent cependant être très intéressants. Dans le cas de

l'ablation génique de bgp 1, le mode d'expression de cette protéine est si étendu et varié

qu'il suggère fortement que les souris bgp 1 -/- montreront un phénotype dû à l'absence de

cette glycoprotéine. Ce point est discuté en détails dans le chapitre 4 de ce mémoire. La

poursuite de ces expériences, même si elle est longue et ardue, permettra certainement de

clarifier la fonction physiologique de Bgp 1.
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sonde(s) Ncol, Ncol Ncol ADNe
ayant ADNc et et Ncol et ADNc TaqI
hybridé et ADNc Taql seulement Taql seulement seulement
avec les TaqI seulement seulement seulement
clones

nombre de 5 * 12 0 Il 11 10 31
clones

Tableau 1. Résultats du criblage de la deuxième banque de phage avee les sondes Ncol, ADNe et Taql. La deuxième banque

génomique fut criblée à l'aide des sondes NcoI, ADNe et Taql (Figure 1(3). Panni les cinq clones triplement positifs identifiés (*) ct

analysés, deux comprenaient la région du gène hgp 1 que nous recherchions.
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lignée de nombre de vecteur nombre de nombre de
celluJes cellules utilisé clones clones

ES trans tectées isolés positifs

1 11 1 x 107 simple 159 0
sélection

2 RW4 1 x 107 simple 31'2 0

sélection

"" RW4 2 x 107 simple 532 0.)

sélection

4 RW4 1 x 107 double 60 0

sélection

5 11 1 x 107 double 98 0
sélection

totaux 6 x 107 1221 0

Tableau 2. Résultats des électroporations de cellules de souche embryonnaire. Les

cellules de souche embryonnaire de lignée 11 ou RW4 furent transfectées par

électroPQration avec le vecteur de ciblage comprenant un gène de sélection positive

(neo
r
) (simple sélection) ou le vecteur de ciblage comprenant à la fois un gène de

sélection positive et un gène de sélection négative (/leUr et TK) (double sélection) (Figure

7). Les clones résistants au(x) processus de sélection furent isolés et analysés par

Southern pour détecter un événement de recombinaison homologue.
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fragment 12 kb
EcaRI:

fragments 2,4kb 7kb
BamHI:

fragment 8 kb
Hindlll:

bgp1:
129Sv/J

BamHl
EC9R1 ~ Hi~dlll BamHl Hinplll Bj'lmHl ~coRl

.. • : • f ", , . ' , ,
~ : ATG: : " "

\ : S'UT IL L l'i ~ ~ ~ j !,n:,; Cyt Cyt Cyt 3'UT'-_......·~·------.-o2~--_-'----~-.,~----- _ -
· .

(
sonde Neol:

sonde N-terminale:

sonde Taql:

sonde ADNe:

· .· .
·-

-'..-. '-'~" .•..- .........•....:.! ......•...... \[ . ,

(

Figure 1. Description des Sondes A_ Longueur et position des fragments générés par
les digestions EcoRI~ BamHI et HindIII. B. Description des sondes utilisées. La sonde
NeoI est un fragment de 391 pb provenant de la digestion du gène bgp1 par l'enzyme
NcoI. Elle reconnaît le promoteur des trois gènes bgp, i.e. bgpl, bgp2 et cealO. La
sonde N-tenninale est un fragment de 102 pb provenant d'une réaction de polymérisation
en chaîne avec les amorces PN8 et RPN9. Elle reconnaît spécifiquement le domaine N­
terminal du gène hgpl. La sonde TaqI est un fragment de 150 pb provenant de la
digestion de l'ADNe de hgp1 avec l'enzyme TaqI. La sonde ADNe est un fragment de
1360 pb provenant de la digestion de l'ADNe de hgp1 avec les enzyme EcoRI et Stul.
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~
B

~I 11 §ijl-+--- 6kb

pcDNAII

pcDNAII

vecteur de ciblage complet

(

Figure 2. Construction du Vecteur de Ciblage à partir d'un fragment du gène bgp1 de
souche 129Sv/J. La procédure est décrite en détails dans la section "Construction du
vecteur de ciblage des Matériels et Méthodes", Abbréviations: B: site de restriction
BamHI~ X: site de restriction Xhol, H: site de restriction Hind.Ill.
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EcoR1 BamH1 Hindlll

ABCDACDABCO
kb

•
4.4

2.3 "O"'1~ t+t .- -. .o 0

".1

A BALB/e

B C57BU6

C SJUJ

0 129Sv/J

1 bgp1

2 bgp2

10 ces 10

•

Figure 3. Mode de Restriction des Gènes hgp chez quatre lignées pures de souris. La
sonde utilisée, NcoI (Figure lB), reconnaît une région du promoteur que les gènes bgpl,
bgp2 et cea 10 ont en commun. L'identité des fragments fut déterminée par l'usage de
sondes spécifiques aux domaines N-terminaux des gènes bgp1 et bgp2. L'endonucléase
de restriction HindIII met en évidence une différence entre les gènes bgp1 des souches
BALBlc et 129Sv/J. Les fragments bgp2 de la souche 129Sv/J sont différents de ceux de
la souche BALB/c pour les trois endonucléases utilisées.
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ABC D
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288-

188-

'--4 kb

'--2 kb

(

Figure 4. Expression de l'ARNm de bgpl Analyse Northern. Les pistes correspondent
à: A: ARN total de côlon de souris BALB/c~ B: ARN total de foie de souris BALBlc, C:
ARN total de foie d'une souris provenant du croisement d'une souris BALBlc et d'une
souris 129Sv/J, 0: ARN total de foie de souris 129Sv/J. L'ARN de souris BALB/c sert de
contrôle positif Les ARNm de hgpl ont été détectés avec la sonde ADNe (Figure lB).
Les ARNm de 4 kb et de 2 kb de hgpl sont présents en quantités comparables dans les
foies des souris BALB/c et 129Sv/J.
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116­

97-
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67-.

Figure 5. Expression de la protéine Bgpl chez les souris 129 Sv/J Les pistes
correspondent à: A: fraction membranaire de protéines de côlon de souris 129Sv/J, 8:
fraction membranaire de protéines de foie de souris 129Sv/J, C: fraction membranaire de
protéines de foie d'une souris provenant du croisement d'une souris BALBic et d'une
souris 129Sv/J. Les protéines ont été détectées avec l'anticorps monoclonal CCI. Bgpl
est donc exprimée chez les souris 129 Sv/Jo

93



1 bp

(

(

bgp1 129Sv/J

BamH1
EcoR1 \ Hindlll BarpH1 Hinplll BflmH1 ~coR1
t •• t, '
• " • l , '

~ \. ~ ATG; j ! // T,A(S) TGA(L)

~ \ 1 S'UT ~ ~ ~ .~'--A21l:rM~yt ~~C\1 XX~UT
~_---:....:..-_-~OO~~... ' -------.... , ,;>-----' ~ - ~ .

... ' w
1600bp 400bp 1500bp

disparition
d'un site
Hindlll

Fi2Ure 6. bgpl chez les Souris 129Sv/J Analyses comparées des gènes hgpl des
souches 129Sv/J et BALB/c. Les introns étudiés sont de même longueur dans les deux
souches; ces longueurs sont indiquées sur l'illustration. Les différences découvertes
comprennent la disparition d'un site de reconnaissance de l'endonucléase de restriction
HindIII dans le premier intron du gène de la souche 129Sv/J et quelques mutations dans
la séquence des régions 5'UT et 3UT du gène (indiquées par des X).
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EcoR,1 ~coR1
,

: ATG ./ TGA TGA

bgp1: 1 ~'UT~ LI N __~~__ A2-<~-':yt_~_~3UT
129Sv/J ïTn ~ ~ '- ----....;....j - -

vecteur de clblage sanJl~ ~;. _-_-
sélection négative: ['- : ' - - -1

EcoR1

vecteur de ciblage avec
'1 t- , t- TGA,.se ec Ion nega Ive: ~_~I_---"'-'--L., -~-= --~-__ --_-~ -~~

(
--c: >- recombinaison homologue

(

sonde:
EcoR1 Ncol EcoR1 EcpR1. : '

allèle : ~ s'UT T~, : A1 81 A2. : TM
recombinant:.:...:------:..:.........,.-- ;;or I~ ~-- ~~ 1 ---

allèle de type sauvage: 12 kb

allèle recombinant 2,7 kb

Figure 7. Stratégie de Ciblage Les deux vecteurs utilisés., comprenant soit uniquement
un gène de sélection positive (neor

)., soit deux gènes pennettant une double sélection
positive-négative (neor et TK) sont illustrés. Il est à remarquer que la recombinaison
homologue avec le vecteur de ciblage contenant le gène de sélection homologue exclut
ce dernier de l'allèle recombinant. Après recombinaison homologue avec un des vecteur
de ciblage., l'allèle recombinant contient un nouveau site EcoRI., compris dans le gène
neo\ qui Permet de différencier les allèles de bgp1 sauvage et recombinant par analyse
Southem.
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Figure 8. Analyse des Recombinants Exemple d'un résultat d'analyse Southem des
clones de souche embryonnaire isolés lors de l'expérience no. 2 (Tableau 2.) L'ADN des
clones fut soumis à une digestion par l'endonucléase de restriction EcoRI. Les fragments
furent détectés avec la sonde NcoI (Figure lB). On reconnaît les fragments typiques des
gènes bgp des souris de souche 129Sv/J. Dans le cas où un clone aurait subi une
recombinaison homologue avec le vecteur de ciblage, un fragment supplémentaire de 2,7
kb (indiqué par la flèche) serait apparent.
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Figure 9. Expression de Bgp1 dans les cellules de souche embryonnaire Les pistes
correspondent à: A: contrôle positif: protéines totales de cellules NIH 3T3 transfectées
avec Bgp1D, soumises à une immunoprécipitation avec l'anticorps polyclonal 231, B:
protéines totales de cellules de souche embryonnaire JI, soumises à une
immunoprécipitation de la même façon (ces cellules devant être cultivées sur des cellules
nourricières (i.e. des fibroblastes embryonnaires), des protéines de cellules nourricières
se retrouvent aussi dans l'échantillon), C: contrôle négatif: protéines totales de cellules
nourricières, soumises à une immunoprécipitation avec le même anticorps. La détection
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INTRODUCTION

Le projet décrit dans ce mémoire visait à générer des souris mutantes bgp 1 -/- afin

de mieux définir le rôle physiologique du produit de ce gène. Des expériences

préliminaires ayant pour but de déterminer le mode d~expression de Bb'P 1 durant le

développement embryonnaire sont décrites au chapitre 2. Ces données s~avèrent très

utiles à ('élaboration d'une stratégie pour analyser k phénotype des souris mutantes

lorsque celles-ci seront disponibles. La génération des souris hgp 1 -/- est décrite au

chapitre 3 de ce mémoire. Le présent chapitre discutera de la suite éventuelle de ce

projet, soit rétude du (des) phénotype(s) que présenteront les souris mutantes.

À la lumière des résultats d'ablations géniques déjà publiées dans la littérature,

on constate que ce type d"expérience entraîne trois grandes catégories de phénotypes

chez les souris mutantes. L'inactivation d'un gène peut être létale, i.e. entrainer la mort

des souris avant leur naissance. Les souris homozygotes peuvent également être viables

mais présenter d'importantes malformations, entraînant ou non une mort prématurée.

Les souris mutantes peuvent enfin ne présenter que des anomalies subtiles que seules des

analyses plus poussées mettront en évidence. Les études des modes d'expression de

BgpI durant la vie embryonnaire et durant la vie adulte de même que les connaissances

déjà acquises sur les fonctions de Bgp1 permettent de faire plusieurs hypothèses sur le
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phénotype des souris hgp 1 -:"- pour chacune des situations décrites ci-haut et de prévoir

des expériences pour aborder rétude de ces souris lorsqu'dies seront disponibles.

PHÉNOTYPE LÉTAL

Il est possible que l'ablation de hgp 1 du génome de la SOUrIS entraîne un

phénotype létal. Dans ce cas~ les portées provenant du croisement des souns

hétérozygotes (hgp 1 -+-;-) ne comprendront pas les 25~'O de souris hgp 1 -:- que l'on

s~attend à y trouver. Pour déterminer la cause de la mortalité III uteru des souris

homozygotes~ des embryons devront èlre prélevés à di fférents stades de la gestation et

être soumis à des analyses de génotype afin de déterminer à quelle étape de leur

développement les embryons homozygotes meurent. Sïl est impossible de trouver des

embryons bgp 1-/-, nous devrons en déduire que ceu.x-ci ne peuvent s'implanter. Ensuite,

des analyses histologiques des embryons hgp 1 -/- avant leur dégénérescence, si ceux-ci se

sont implantés, pourraient permettre de déterminer la cause de la létalité.

Plusieurs types d- événements peuvent entraîner la mort intrautérine. La

formation de la blastula~ son implantation, la formation du sac vitellin et de la circulation

vitelline, le développement du placenta, l'él)1hropoïèse et le développement de la

circulation sanguine foetale sont des processus essentiels à la survie de l'embryon durant

sa croissance. S'ils sont entravés par l'ablation d'un gène, il est fort probable que

1~embryon mutant mourra avant le tenne de la gestation. Par contre, des anomalies

morphologiques, même sévères, peuvent très bien ne pas empêcher la survie de
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son mode d'expression, Bgp1 pourrait jouer un rôle dans les processus suivants: la

formation de la blastula et son implantation, et le développement du sac vitellin et du

placenta.

Implantation

L'expression de Bgp1 dans l'embryon avant son implantation a été étudiée chez

le rat [2]. Bgpl n"est pas expritnée par les cellules de la morula. Cette protéine est par

contre exprimée sur toute la surtàce de la blastula, avant son implantation. Les cellules

composant la surface de la blastula sont des trophoblastes. Au moment de

(

(

l'implantation, Bgp1 disparaît des trophoblastes murau..x, i.e. la portion de la blastula qui

est la première à pénétrer l'endomètre. Nous avons étudié l'expression de Bgp1 dans des

embryons de souris après l'implantation (6,5, 7,5, et 8,5 clpc) et nous n'avons pu détecter

la réapparition de Bgp1 dans les trophoblastes avant 105 Jpc ~3].

L'implantation survient à 4.5 "pc chez la souris. Les trophoblastes, i.e. les

cellules formant rextérieur de la blastula, doivent littéralement pénétrer l'endomètre de

l'utérus, un événement qui rappelle le comportement invasif d'une cellule tumorale

métastatique. Pour ce faire, les trophoblastes sécrètent des protéases (par exemple la

gélatinase B, l'activateur de plasminogène de type urokinase (uPA), la stromélysine, la

collagénase de type IV) et modifient leurs caractéristiques d'adhérence, par exemple en

sécrétant la ténascine, une protéine "anti-adhésive' ou en modulant les intégrines

exprimées à leur surface [1,4]. Chez la souris, le potentiel d'invasion des trophoblastes,

ainsi que leur production de gélatinase B, atteint son sommet à 7,5 dpc. L'invasion des
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( trophoblastes doit ensuite être contrôlée et ultimement arrêtée pour une poursuite

nannale de la gestation. Des facleurs produits Par la caduque de r utérus ou les

trophoblastes, comme TGF-J31. la macroglobuline a2 et les inhibiteurs de

métalloprotéases tissulaires (TIMPs) contribuent au contrôle de l'invasion des

trophoblastes. De plus, les trophoblastes modulent l'expression des intégrines à leur

surface de façon à inhiber leur potentiel d'invasion [1]. En considérant toutes ces

informations, on remarque une coïncidence intéressante: Bbrp 1 disparaît des

(

trophoblastes de la blastula au moment de l'implantation, quand ceux-ci deviennent

invasifs, et réapparaît vers 10,5 dpc dans les trophoblastes, lorsque ceux.-ci ont cessé

d'être invasifs [3]. Il est donc possible que l'absence de 8gp1 entraine un déséquilibre

dans le processus d'invasion des trophoblastes dans l'endomètre de l'utérus, entrainant

un échec de l'implantation ou une résorption du conceptus très tôt après lïmplantation.

Ce résultat indiquerait que Bgp 1 est important pour la fonction des trophoblastes,

malS fournirait peu d'information sur le rôle que cette protéine joue dans les tissus

apparaissant plus tard dans le développement. Pour tester plus avant la fonction de Bgpl,

les expériences suivantes pourraient être tentées.

L'absence d'implantation ou une dégénérescence du conceptus très tôt après

l'implantation peuvent avoir pour cause un défaut intrinsèque de la blastula mutante.

Bgp1 étant présente dans les trophoblastes de la blastula avant l'implantation, il est

possible qu"elle soit essentielle à la formation d'une blastula nonnale. Il serait possible

de prélever les blastulas qui provenant du croisement de souris bgp1 +/- à 3,5 dpc, i.e.

avant leur implantation, et de les cultiver in vitro. La présence ou l'absence d'une

106



(

(

(

proportion normale (25%) de blastulas bgp1 -/- nous infonnerait alors sur r importance

de Bgp1 pour la formation des blastulas. De plus, après quelques jours de culture, la

croissance des cellules du trophectodenne (i.e. les trophoblastes) et des cellules de la

masse cellulaire interne des blastulas mutantes pourrait être analysée et donner des

informations sur le rôle de Bb~1 dans la prolifération de ces lignées cellulaires [5, 6].

Des expériences similaires sont possibles avec les morulas, prélevées à 2,5 dpc. Elles

permettraient de vérifier l'influence de l'absence de Bgp 1 sur la formation de la blastula

et la différenciation des trophoblastes s'lI s'avérait que les cellules de la blastula sont

anormales [5, 6]. Ces expériences furent tentées avec succès par un groupe de recherche

qui fit l'ablation génique de Fgf:.j [6]. Le produit de ce gène est un facteur de croissance

des fibrolastes. Les conceptus Fgf-l -/- dégénèrent très tôt après l'implantation (6,5 dpc.:).

La culture de blastula Fgf:.j -/- ln vitro permit de détenniner que le problème se situe au

niveau de la prolifération des cellules de la masse cellulaire interne.

Un autre type d'expérience possible serait la génération de cellules de souche

embryonnaire homozygotes bgp1 -/-. Pour les générer il suffit de cultiver les cellules de

souche embryonnaire hétérozygotes dans une concentration plus élevée de ragent de

sélection (i.e. de G418 dans notre cas) [7]. Les clones qui survivront à cette sélection

seront ceux qui auront dupliqué le gène ned. Un des mécanismes de duplication

possibles est le remplacement de r allèle sauvage de bgp 1 par l'allèle mutant,

comprenant le gène ned [7]. Ces cellules bgp1 -/- peuvent ensuite être cultivées dans

des conditions favorisant la formation de ""corps embryoïdes" qui, à leur tour, peuvent

être placés dans des conditions entraînant leur différenciation en plusieurs types de
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cellules dérivées des trois feuillets embryonnaires (endoblaste~ mésoblaste et ectoblaste)

[8]. On peut par exemple retrouver dans ces corps embryoïdes des cellules nerveuses~

des cellules épithéliales formant des tubules ou du cartilage. En comparant les aspects

histologiques, histoimmunochimiques ou morphologiques des corps embryoïdes

différenciés formés par les cellules de souche embryonnaire bgp 1 -,'- et hgp +/-, il serait

peut-être possible de déterminer si l'absence de Bgpl affecte l'apparition d'un type de

lignée cellulaire.

Le potentiel de différenciation des cellules de souche embryonnaire hgp 1 -/- peut

également être testé par leur injection dans des souris syngéniques. Ces injections

entraînent rapparition de tératomes chez ces souris après quelques semaines [5]. Ces

tumeurs contiennent une grande variété de types de cellules et de tissus~ issus de la

différenciation des cellules de souche embryonnaire injectées. Encore une fois~ la

comparaison entre les tératomes issus des cellules hgp 1 -/- et hgp 1 -+-/~ pourrait permettre

de découvrir reffet de rabsence de Bgp 1 sur la différenciation d'un type de cellule.

Il est également possible d'utiliser ces cellules de souche embryonnaire bgp 1 -/­

pour des microinjections dans des blastulas de type sauvage, dans le but de produire des

souris chimériques [5, 9]. En efTet~ il existe plusieurs exemples de défauts génétiques qui

sont létaux lorsqu'ils affectent toutes les cellules d'un organisme mais qui ne le sont pas

dans des chimères comme par exemple la trisomie 15 [10] et la trisomie 17 [Il]. Les

embryons formés en partie de cellules hgp 1 -/- pourraient de cette façon survivre plus

longtemps que les embryons entièrement formés de cellules hgp 1 -/- , peut~être même

jusqu'à terme. La participation des cellules mutantes à chaque tissu de l'embryon ou de
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la souris chimérique serait alors évaluée par immunohistochimie. L~analyse des portions

de tissu provenant des cellules hgp1 -/- donnerait des infonnations sur la fonction

physiologique de Bgp 1 dans ceux-ci. Cette expérience pourrait donc permettre d'évaluer

l'influence de Bbrp 1 sur des événements ultérieurs à la mort des conceptus mutants.

Membranes Extra-Embryonnaires

Bgpl est exprimée dans plusieurs des structures et membranes extra­

embryonnaires qui apportent un soutien indispensable à I~embryon durant sa croissance.

En effe~ elle est présente à la surface des cellules de r endodenne viscéral du sac vitellin.

Avant l'établissement d~un placenta fonctionnel~ vers 9,5 Jpc~ ("échange des nutriments

et des gaz sanguins entre la mère et rembryon se fait à travers celte membrane. Le

placenta est une autre des structures essentielles à la survie de rembl)'on que rabsence

de Bgp1 pourrait aftècter. En effet, dès 1O~5 Jpc, les trophoblastes géants et les

sPOngiotrophoblastes du placenta expriment Bbrp1 [3].

Les trophoblastes sont des cellules très importantes pour la survie de rembryon.

Ce sont des cellules épithéliales spécialisées qui forment la jonction physique entre

rembryon et l'utérus. Les trophoblastes influencent le système endocrinien maternel de

façon à ce que celui-ci maintienne un milieu hormonal compatible avec la poursuite de la

gestation. Les trophoblastes expriment des antigènes paternels, sont accessibles au

système immunitaire maternel, mais réussissent à éviter d'être rejeté par celui-ci. Ils

participent à l'établissement d~une vasculature hybride où ils agissent comme des

cellules endothéliales, aidant au transport des nutriments et des gaz sanguins entre la

mère et 1~embryon [1).
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Si rabsence de Bgpl causait un mal fonctionnement du sac vitellin ou du placenta

mortel pour r embryon~ des anaJyses histologiques de ces embryons seraient nécessaires

pour étudier leurs anomalies. De plus~ au moins deux expériences pourraient être tentées

afin d'obtenir des informations supplémentaires sur la fonction de cette protéine.

En premier lieu~ la production de souris chimériques avec des cellules de souche

embryonnaire hgp 1 -,'-, mentionnée plus haut~ serait indiquée. Les tissus de ces souris~

qui survivraient peut-être plus longtemps, seraient formés en partie de cellules bgp 1 -/-.

Certains~ comme le tube digestif, r épiderrne~ les reins ou le foie~ où Bb7J> 1 est

normalement exprimée, pourraient comporter des anomalies révélatrices du rôle de cette

glycoprotéine.

En deuxième lieu~ Bgp1 est exprimée dans plusieurs types de cellules du système

immunitaire et pourrait affecter la difTérenciation~ la prolifération ou la fonction normale

de certaines de ces cellules. Si les souris hgp 1 -/- mouraient avant 1·âge adulte~ il serait

difficile d~évaluer le rôle de Bgpl dans le système immunitaire. Cependant rexpérience

suivante permettrait de tester le système immunitaire des souris mutantes malgré un

phénotype létal. Le foie est un site d·hématopoïèse majeur durant le développement

embryonnaire. [) contient un grand nombre de cellules souches hématopoïétiques~ et

celles-ci peuvent reconstituer la population nonnale de cellules immunitaires chez des

souris adultes n'en possédant plus. Des cellules de foie d'embryons bgpl -/- pourraient

être injectées dans des souris adultes de type sauvage ayant reçu des doses létales de

radiation. Le nouveau système immunitaire de ces souris~ consistué de cellules bgp1 -/-~
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pourrait alors être évalué. Les expériences destinées à évaluer le système immunitaire

seront discutées plus bas [12].

Les causes de létalité des souris bgpl -/- discutées jusqu'ici sont celles qUI

semblent les plus probables en se basant sur le mode d~expression de Bgp1 durant le

développement embryonnaire. Cette discussion ne prétend en aucun cas être exhaustive~

il demeure possible que l"absence de 8gp 1 soit létale pour des raisons autres que celles

évoquées ICI.

Il faut par ailleurs souligner quïl existe une certaine variabilité dans les résultats

des expériences d"ablation génique. En effet. ("ablation du gène du récepteur du facteur

de croissance de l'épidenne (EGFR) a permis d~observer trois phénotypes différents,

selon la souche de souris dans laquelle la mutation était introduite. Ces phénotypes

variaient de la mort du conceptus peu après l'implantation à la survie des souriceaux

jusqu'à trois semaines après leur naissance [13]. Il est donc important de tester une

ablation génique dans plusieurs contexte génétiques en faisant les croisements appropriés

avec des souris de plusieurs souches différentes.

De plus, la stratégie même de délétion, i.e. la conception du vecteur de ciblage,

peut influencer le phénotype final de façon importante. L-ablation génique du gène

NIRF4/herculin/lnyf-6 en fournit un bon exemple. Trois groupes de recherche ont réalisé

l'ablation de ce gène chez la souris en utilisant trois vecteurs de ciblages conçus

différemment. Les phénotypes obtenus varient de la létalité à la viabilité complète des

souris MRF4 -/-. Cette variabilité dépend probablement des effets différents des trois

vecteurs de ciblage sur un gène adjacent, myf-5 [14]. Il faut donc être extrêmement
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prudent quand vient le temps d~ interpréter les résultats d~ une ablation génique. Dans

notre cas~ il sera important de se rappeler que le gène b}!J72 est adjacent au gène bgp1

[43]. fi est possible que Bgp2 puisse compenser, au moins partiellement, l'absence de

Bgp 1. Le phénotype exprimé par les souris hgp 1 -/- pourrait alors être influencé l'effet de

notre vecteur de ciblage sur le gène hgp2. Il sera donc important de v~rifier l'expression

de bgp2 au niveau de son ARNm et de sa protéine (si un anticorps spécifique devient

disponible) dans les organes exprimant normalement Bgp2 qui seront affectés par

l'inactivation de hgp 1. Si Bgp2 s'avère également absente de ces organes~ il nous sera

impossible de conclure que le phénotyPe est causé uniquement par l'absence de Bgp 1.

MALFORMATIONS NON-LÉTALES

Les souris hgp 1 -, - pourraient très bien être viables. Dans ce cas., étant donné

l'étendue de l'expression de Bgp1 durant le développement embryonnaire et la vie

adulte~ ces souris pourraient présenter des malformations dues à un développement

anormal. Elle pourraient aussi souffrir du mal fonctionnement d~un organe mature. Le

mode d'expression de Bgp 1 suggère que de telles anomalies pourraient se retrouver dans

le tube digestif~ le foie~ les reins, l'épiderme, le muscle et le système immunitaire.

Tractus Digestif

Chez la souris, le développement de l'endoderme du tractus digestif est

caractérisé par une vague de différenciation cranio-caudale entre 15,5 et 19,5 dpc. Au
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cours de cette difTérenciation~ l'endoderme~ à l'origine pseudostratifié, devient un

épithélium cylindrique simple [15].

Nous avons étudié en détail l'expression de Bgp1 dans le système digestif durant

le développement embryonnaire par des analyses histoimmunochimiques. Durant le

développement embryonnaire, deux formes de Bgp 1, reconnues par des anticorps

différents (AgB 10 et 231 ), sont exprimées dans le tractus gastro-intestinal. Une première

forme, reconnue par ranticorps monoclonal AgBlO, est exprimée dans tout le tube

digestifà 10,5 c.lpc, mais n'est plus présente que dans l'épithélium du rectum à 15,5 dpc.

L'autre, reconnue par ranticorps polyclonal 231, n"apparaÎt qu'à 15,5 dpc.: dans le tube

digestif et y persiste jusqu"à la naissance. On ne retrouve les deLLx formes de Bgpl au

même endroit et en même temps que dans l'épithélium du rectum [3].

À la naissance, les cryptes de l'épithélium intestinal ne sont pas encore formées.

Celles-ci sont des invaginations de la surface de l'épithélium intestinal. À la base de

chaque crypte se trouve une cellule souche, non encore différenciée, qui prolifère pour

renouveler cet épithélium. Ces cryptes apparaissent pendant le premier mois de la vie

des souriceaux. Le lait maternel, en particulier le colostrum, contient une grande

quantité des facteurs de croissance EGF et TGFcx, que l'on croit impliqués dans la

maturation et la prolifération du tube digestif du nouveau-né [16].

Bgpl est exprimée à la surface apicale des cellules épithéliales de la lumière de

l'intestin. Par contre, dans les cryptes intestinales, cette glycoprotéine n'est exprimé que

sur les cellules qui sont les plus près de la lumière de l'intestin, soit les cellules les plus

différenciées. Les cellules des cryptes qui prolifèrent activement sont dépourvues de
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Bgp 1. Ces résultats furent obtenus par des analyses d'hybridation il1 sUu et

d'immunohistochimie en microscopie électronique chez l'humain [17]. La réalité est

toutefois probablement plus complexe car des études histoimmunochimiques réalisées

dans notre laboratoire avec un anticorps polyclonal reconnaissant le domaine

cytoplasmique long de B,gp 1 ont révélé la présence de cette protéine dans les cellules de

la base des cryptes intestinales [18].

II ressort de toutes ces observations que Bgp 1 est présente dans r épithélium du

tube digestif durant toute sa période de maturation et qu"elle y reste exprimée dans les

cellules différenciées de l'épithélium de l'intestin. Dans des conditions anonnales~

lorsque ces cellules se dédifférencient pour fonner un carcinome~ la disparition de Bgp 1

est un événement très précoce~ cette protéine est déjà absente de tumeurs primaires de

souris~ équivalentes aux tumeurs humaines de stage A [19]. li est donc possible que

Bgpl soit impliquée dans le processus de différenciation des cellules de l~épithélium du

tube digestif. Son absence pourrait entrainer des défauts morphologiques dans le tube

digestif des souris bgp 1 1
-1-. Ceux-ci pourraient être décelés par des analyses

(

histologiques du tractus gastro-intestinal à différents stades du développement

embryonnaire, post-natal et adulte.

La différenciation d'une cellule épithéliale est caractérisée par sa polarisation.

L~absence de Bgp1 pourrait donc également entraîner une mauvaise polarisation de

l'épithélium du petit intestin ou du côlon. Ce dernier point serait mis en évidence par des

analyses immunohistochimiques en utilisant des anticorps contre des marqueurs connus

de la polarisation de cet épithélium tels la phosphatase alcaline~ la sucrase isomaltase et
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raminopeptidase pour le domaine apical ou la laminine et le collagène de type IV pour le

domaine basolatéral [20, 21].

Par ailleurs, l'une ou plusieurs des fonctions normales de l'intestin pourraient être

affectées par la perte de Bgpl. Ainsi l'absorption d"eau" d'ïons et de nutriments par le

tube digestif pourraient être affectées et seraient vérifiées expérimentalement.

De plus" risofonne de Bgp 1 possédant un long domaine cytoplasmique joue un

rôle dans le transport des sels biliaires dans les hépatocytes (ce point sera discuté plus

loin) [22]. Le côlon est un site de réabsorption des acides biliaires" pennettant ainsi leur

'""recyclage'" dans l'organisme par la circulation entéro-hépatique [23]. Ce phénomène

joue un rôle important dans le contrôle physiologique du taux de cholestérol car les

acides biliaires en sont dérivés. La fraction d'acides biliaires qui n'est pas réabsorbée par

le côlon est la principale voie d'excrétion du cholestérol par l'organisme. La réabsorption

des acides biliaires par le côlon et l'équilibre physiologique du cholestérol seraient donc

potentiellement affectés et devraient ètre vérifiés.

Enfin, il est possible que Bgp 1 soit impliqué dans la régulation de la colonisation

bactérienne de ("intestin. En effet, certaines souches de bactéries ['.:.c;o/i d'origine

humaine adhèrent à BGP, l''équivalent chez l'humain de Bgpl [24]. L"état de la flore

bactérienne des souris hgp 1 -/- devrait donc être évaluée.

Foie

Durant l'embryogénèse, le foie est un site important d"hématopoïèse et de

synthèse protéique. L'érythropoïèse, i.e. la formation d'érythrocytes, est essentielle à la
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survie de r embryon: sans globules rouges, celui-ci ne peut être convenablement oxygéné.

Les malfonnations précoces du foie sont souvent létales [25].

Dans le foie, Bgp 1 est exprimée assez tardivement. Notre groupe de recherche

ainsi que d'autres n'ont pu détecter cette protéine dans le foie entre 10,5 et 17,5 dpc [3,

26-28]. Il est donc peu probable que Bgp 1 soit importante pour la fonction

d'hématopoïèse précoce du toie. Par contre, après 18,5 c.lpc, Bgp 1 est présent au

domaine apical des hépatoc)'1es des canalicules biliaires [3]. Son expression y est

(

(

considérablement augmentée après la naissance et y est maintenue tout au long de la vie

adulte [26-29].

Plusieurs observations laissent croire que Bgp 1 serait impliquée dans les

processus de différenciation ou de contrôle de la prolifération des cellules hépatiques. C­

CAM, l'équivalent de Bb'P 1 chez le rat, est régulée à la baisse dans les lignées cellulaires

de tumeur hépatique et dans les hépatomes de Morris [30). De plus, C-CAM est régulée

à la baisse suite à une hépatectomie partielle et ne retrouve un niveau normal

d'expression que trois semaines après la résection [26]. La variation la plus importante

de cette expression est observée, au niveau de l'ARNm, durant les premières 24 heures

après la chirurgie. Cette période correspond à la vague majeure de division des

hépatocytes durant la regénération du foie [31]. Ces résultats semblent indiquer que

Bgp1 doit être régulée à la baisse lorsque les hépatocytes prolifèrent et/ou se

dédifférencient,. Nous en déduisons que cette protéine pourrait être impliquée dans la

différenciation des hépatoC)1eS (i.e. leur polarisation) ou dans le contrôle de leur

prolifération. La différenciation des hépatocytes et leur prolifération seraient évaluées par
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des analyses histologiques de la morphologie du foie et par des analyses

immunohistochimiques en utilisant des anticorps reconnaissant des marqueurs de la

polarisation des hépatocytes.

Bgp1 pourrait aussi jouer un rôle important dans une des fonctions physiologiques

des hépatoC}1es. Ainsi, Bgp 1 est active dans le transport des acides biliaires. En effet, la

transfection de l'isoforme à domaine cytoplasmique long de C-CAM confère à des

cellules COS la capacité de transporter le taurocholate (un acide biliaire) de l'intérieur

vers l"extérieur de la cellule, et ce, malgré le fait que cette protéine ne possède qu'un seul

domaine transmembranairc [22]. De plus, un des premiers groupes à purifier cette

protéine le fit en utilisant sa propriété d'adhérer au taurocholate par son domaine

cytoplasmique [32]. Comme il est improbable qu'une protéine ne comportant qu'un

seul domaine membranaire puisse servir de transporteur transmembranaire, il est suggéré

que Bgpl s'associe avec elle-même ou avec une ou d~autre(s) protéine(s) pour remplir

cette fonction. L'absence de Bgp 1 pourrait donc interférer avec la production normale de

la bile. L'analyse de la composition de la bile des souris bgp1 -/- serait donc effectuée,

en portant une attention particulière aux acides biliaires. De plus, comme la sécrétion

d'acides biliaires dans la bile est la principale voie d~excrétion du cholestérol, le taux de

cholestérol de ces souris devrait être analysé avec soin.

Finalement, ces souris pourraient développer avec le temps des maladies

hépatiques dues à l'absence de Bgp 1. La morphologie du foie ainsi que l'apparition dans

le sérum de ces souris de signes biochimiques de maladies hépatiques, telle une

augmentation de la bilirubine, devraient être surveillées.
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Vers 15,5 dpc, le mésodenne du métanéphros (i.e. du futur rein) exprime Bgpl

[3]. Les cellules épithéliales des tubules rénaux proviennent des cellules du mésoderme

du métanéphros [33]. En efTet, sous r efTet inducti f du bourgeon urétéral, certaines

cellules du mésoderme du métanéphros se convertissent en cellules épithéliales pour

former les tubules. Les cellules des tubules rénaux expriment également Bgp l, et ce, dès

15,5 dpc [3]. Cette expression y sera maintenue durant toute la vie adulte. Comme

toujours dans les cellules épithél iales polarisées, Bgp 1 est présente au domaine apical de

ces cellules. Il est donc possible que Bgp 1 joue un rôle dans la différenciation des

cellules des tubules rénau.x à partir du mésoderme du métanéphros ou dans leur fonction

normale d'absorption. La morphologie des néphrons devra être vérifiée par des analyses

histologiques, et la polarisation normale des cellules des tubules rénau.x devra être

confirmée par des analyses immunohistochimiques. La présence dans le sérum et l'urine

de ces souris de signes biochimiques de désordres rénaux devra aussi être surveillée.

Épiderme

Dans l'épiderme, Bgpl apparaît dès 8,5 dpc. Son expression y est maintenue et

même augmentée tout au long de la gestation. Par contre, quand les précurseurs des

follicules pileux apparaissent, ceux-ci n'expriment pas Bgp 1. Ces structures sont

dérivées des cellules de répiderme. Elles sont caractérisées par des changements dans

les propriétés de prolifération et d'adhérence des cellules qui les fonnent. Bgp 1 pourrait

donc jouer un rôle dans le développement de r épidenne ou dans la formation des

follicules pileux [3]. La peau pourrait présenter des défauts macroscopiques évidents,
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( comme dans le cas des souris EGFR -/- dont la peau est sèche~ fonne des pellicules et est

dépourvue de poils [34]. Les anomalies pourraient également être plus subtiles. Il

(

(

faudrait alors pour les détecter faire des analyses immunohistochimiques en utilisant des

anticorps spécifiques aux marqueurs de la différenciation normale des couches de

répidenne~ comme la kératine 5 pour le stratum genninativum~ la kératine 10 pour le

stratum spinosum, la loricrine pour le stratum granulosum et la filaggrine pour le stratum

corneum [34]. Par ailleurs~ chez l'humain, BGP est considérée comme un marqueur de la

différenciation des cellules des glandes sébacées de la peau [35]. Il est donc possible que

les glandes cutanées soient affectées par l'absence de 8gp 1. Ces dernières devraient donc

être étudiées attentivement chez les souris bgp 1 -1-.

Bgp 1 est exprimée dans les cellules épithéliales d'un grand nombre de tissus. De

façon générale, cette protéine y est présente lorsque la cellule est différenciée et

polarisée. De plus~ elle disparaît souvent dans des situations de dédifférenciation ou de

prolifération cellulaires~ nonnales ou pathologiques. Cela laisse penser que Bgp1 serait

impliquée dans le contrôle de la différenciation (polarisation) ou de la prolifération des

cellules épithéliales. Alternativement Bgpl pourrait être impliquée au niveau de la

fonction normale de ces épithéliums. Dans tous les tissus épithéliaux exprimant cette

protéine~ ces thèmes formeront la base des analyses à poursuivre dans les souris bgp 1 -/-.

Tissu Musculaire

Pendant le développement embryonnaire, il existe quelques types de cellules oon­

épithéliales qui expriment Bgp1 de façon transitoire~ tels les myoblastes secondaires et le

mésodenne de quelques organes.
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Dans les cellules musculaires" Bgpl n"est détectée que pendant une courte

période" pendant les jours 13,5 et 15,5 de la gestation. Cette protéIne est alors présente à

la surface des myoblastes secondaires ou des myotubes secondaires adjacents aux

myotubes primaires déjà fonnés. Ces derniers en sont toutefois clairement dépourvus

[3]. Les analyses immunohistochimiques décrites au chapitre 2 de ce mémoire suggèrent

que Bgp1 est présente sur les myoblastes secondaires au moment où ceux-ci fusionnent

pour fonner les myotubes secondaires. Il est facile d"imaginer qu'une molécule

d'adhérence intercellulaire homoty'pique pourrait aider à la fusion de deux cellules. La

présence de Bgpl n"a jamais été rapportée dans le muscle chez l'adulte. Ce mode

d"expression suggère fortement que Bgp 1 pourrait jouer un rôle dans la formation des

myotubes secondaires au cours du développement embryonnaire. Son absence pourrait

(

( entrainer des défauts musculaires dans les souris hgp 1 -/-. La morphologie et la

(

différenciation normales des cellules musculaires des souris hgp 1 -/- seront vérifiées par

des analyses histologiques et immunohistochimiques du tissu musculaire de ces souris, et

le fonctionnement normal de leur systèlne musculaire pourrait être testé par de simples

tests physiologiques.

Mésencbyme

La présence de Bgp1 durant l'embryogénèse est également détectée dans le

mésenchyme des organes suivants: méninges, derme" glandes salivaires, poumons,

pancréas, palais et rein [3]. Les interactions entre l'épithélium et le mésenchyme sont

des processus importants durant le développement embryonnaire. Elles sont essentielles

à la morphogénèse nonnale de nombreux organes. Bgpl, une molécule d'adhérence
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intercellulaire, possiblement impliquée dans une cascade de transduction de signal de

surcroît, pourrait très bien avoir un rôle à jouer dans ces interactions. Lors des études

histologiques décrites ci-haut., une attention particulière devrait être accordée à ces

organes, où des malfonnations pourraient survenir si Bgp1 est absente lors d'interactions

importantes pendant leur morphogénèse.

Système immunitaire

Il existe une autre catégorie de cellules qui expriment Bgp1, soit les cellules du

système hématopoïétique. En effet, la présence de Bb7J'1 a été rapportée dans les

mégacaryocytes., les plaquettes, les leucocytes polynucléaires, les monocytes, les

macrophages et les lymphocytes B [29]. De plus, on a récemment découvert que des

lymphocytes T humains fraîchement isolés expriment une faible quantité de BOP, cette

expression étant augmentée ln vitro après 2 ou 3 jours de stimulation à l'interleukine 2

[36]. Le même traitement induit l'expression de BGP dans un sous-groupe de cellules

NI( (CD 16- , CD56
T

), généralement retrouvées dans le placenta [36].

Ainsi, Bgp1 est exprimée dans plusieurs types de cellules hématopoïétiques. La

fonction de Bb7J' 1 dans ces cellules n'est pas évidente. Il est possible que la

différenciation de certains de ces types de cellules soit entravée par l'absence de Bgp 1,

ou que certaines de ces cellules voient leurs fonctions altérées ou empêchées. La

présence d'un registre normal de cellules du système immunitaire devrait être vérifiée

dans les souris hgpI -/-, par des analyses de cytométrie de flux sur les cellules du sang, de

la rate, du thymus et de la moelle osseuse, en utilisant des anticorps contre des marqueurs

spécifiques à certaines sous population de cellules immunitaires, par exemple C04, CD8,
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CD3 et CD45 pour les lymphocytes T, 8220, CD5 et IgM pour les lymphocytes 8, et

Mac-l pour les macrophages.

Si l'absence de Bgpl avait un effet sur le système immunitaire, il serait

intéressant de croiser les souris hgp 1 -/- (si elles sont viables et fertiles) avec d'autres

souches de souris portant des mutations affectant le système immunitaire. La relation

entre Bgp1 et le produit du gène muté dans ces autres souches pourrait être déduite à

partir du phénotype des souris ainsi produites. Les souris ....motheaten'., (nze) seraient

particulièrement intéressantes puisque les mutations qui les affectent se trouvent dans le

gène Plpfe., responsable de la synthèse d"une tyrosine phosphatase. Deux types de

mutation existent dans ce gène, la première étant létale (me) et la seconde permettant la

survie des souris jusqu'à neuf semaines (111e\} Les souris /11(/ démontrent des déficiences

immunitaires importantes et de ]'autoimmunité, qui se manifestent par une dermatite, une

taille réduite, de l'arthrite ct une pneumonie de type hémorragique causant la mort [37].

Cette phosphatase interagit avec le domaine cytoplasmique de Bgp1 [18J. Le croisement

des souris bgp 1 -/- et me
v pourrait nous informer sur les interactions fonctionnelles entre

ces deux protéines.

Comme il est mentionné plus haut., même dans le cas où ["absence de Bgpl

causerait la mort des embryons avant leur naissance, il pourrait être possible de créer des

souris de type sauvage avec un système immunitaire composé de cellules bgpl -/-. Dans

ce cas., plusieurs des expériences discutées plus haut seraient possibles et permettraient

d'obtenir des informations sur le rôle de Bgp1 dans les cellules hématopoïétiques.

122



(

(

(

ABSENCE DE PHÉNOTYPE ÉVIDENT

L'absence de Bgpl pourrait ne causer aucun phénotype apparent. Il est en effet

possible que, pour constater l"efTet de l'absence de Bgpl, nous devions soumettre les

souris bgp 1 -1- à des conditions anormales, ou tenter de déceler des altérations subtiles.

D'après les infonnations déjà connues sur cette protéine, au moins trois hypothèses sont

possibles.

Tumorigénèse

Tout d'abord, il se peut que les souris bgpl -/- soient plus sensibles à la formation

de tumeurs intestinales. En effet, tel que déjà discuté, Bgp 1 est souvent régulé à la baisse

dans les carcinomes du côlon. De plus, il est démontré que la réintroduction de

l'isoforrne de Bgpl (ou de C-CAM) comportant un domaine cytoplasmique long dans des

lignées de cellules tumorales de côlon (CT-51) [38] ou de prostate (PC-3) [39] inhibe la

capacité qu'ont ces lignées cellulaires de former des tumeurs in vivu. Il semble donc que

Bgp1 pourrait jouer un rôle dans le processus de tumorigénèse. Comme la disparition de

Bgp 1 est un événement précoce dans la progression tumorale du côlon, les souris bgp1 -1­

pourraient avoir tendance avec le temps à développer spontanément des polypes ou des

tumeurs du côlon. Elles pourraient également être plus sensibles à la formation de

tumeurs lorsque traitées avec le diméthylhydrazine, un agent carcinogène de l'intestin

[40].

Par ailleurs, le croisement des souris bgp1 -1- avec d'autres souches de souris

mutantes démontrant une prolifération anormale de l'épithélium du côlon pourrait être
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nécéssaire pour faire apparaître reffet de l'absence de Bgpl. On pourrait par exemple

utiliser les souris Min ( pour "Multiple Intestinal Neoplasia"), qui portent une mutation

dans un des allèles de leur gène "Adenomatous Polyposis Coli" (APC). Les souris Alin

développent des polypes intestinau.x qui deviennent progressivement cancéreux [41].

Une déficience en APC constitue une des premières manifestations d'aberrations

génétiques dans le cancer du côlon chez l'humain. Les souris "'fin x hgp 1 -;- pourraient

avoir plus tendance que les souris Afin x hgp 1 ~,~ à tonner des polypes. ou alors ceux-ci

pourraient apparaître plus rapidement ou progresser plus rapidement vers le cancer.

Résistance au ~IHV

La protéine Bgp [ étant le site de liaison du virus de ['hépatite (MHV) chez la

souris [42 J. les souris hgp 1 -i- pourraient \Taisemblablement être résistantes à ce virus. Il

est cependant à noter que la protéine Bgp2 peut également servir de récepteur alternatif à

ce virus, au moins dans un système ln vl/ro de culture cellulaire [43 J. On pourrait donc

penser que les souris hgp 1 -/- ont peu de chances d'être résistantes au MHV. Les souris

de souche SJL'J laissent supposer le contraire. En effet. elles possèdent un allèle de hgp 1

dont la séquence est différente de celle de bgp1 chez les souris BALBlc et qui produit

une protéine incapable d'assurer la fonction de récepteur pour le MHV. alors que leur

gène hgp2 est similaire à celui des souris BALS/c [43]. Les souris SJL/J sont néanmoins

résistantes au virus MHV [44]. Dans le contexte de rorganisme complet, contrairement

à la situation ln varo, Bgp2 n'est pas exprimée dans des sites qui favorisent l'infection

par le rvlHV. Il se pourrait donc très bien que les souris hgp1 -/- soient résistantes à ce
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virus. La disponibilité d~une souris de lignée pure résistante à ce virus pourrait être

intéressante à long terme.

Compensation Fonctionnelle de Bgp2

Finalement I"absence de phénotype chez les souris hgpI -/- pourrait résulter de la

compensation d'une autre protéine. La candidate la plus probable pour ce rôle est Bgp2.

En effet, cette protéine est très similaire à Bgp l, tant par sa structure que par sa

séquence. C'est une protéine attachée à la membrane cellulaire, comme Bgpl. Même si

le seul isoforme connu de hgp2 ne possède qu'un seul domaine 19 constant, au lieu de

trois, comme les isoformes principaux de hgp 1., et un domaine cytoplasmique court, les

exons de ces domaines "manquants'" sont présents dans le gène bgp2 [43]. Ils pourraient

peut-être être transcrits dans le cas où Bgp1 serait absente.

Le mode d'expression de Bgp2 est différent de celui de Bgpl: par des analyses

Northern, l'ARNm de hgp2 fut retrouvé en quantité abondante dans le rein des souris

adultes, et en très faible quantité dans le côlon, le foie la rate ·et le thymus [43].

L'expression de Bgp2 pourrait potentiellement être régulé à la hausse à des sites

inhabituels dans les souris hgp1 -/- lui pennettant ainsi de compenser pour l'absence de

Bgpl. Des analyses Northern ou RT-PCR sur l'ARN des tissus étudiés, ou alors

l'hybridation in silu ou l'histoimmunochimie permettront de vérifier cet aspect. Dans le

cas où Bgp2 compenserait, ne serait-ce que partiellement, l'absence de Bgp1 dans les

souris bgp 1 -/-, il serait toujours possible de tenter de faire la double ablation génique des

gènes bgp1 et bgp2, pour étudier la fonction physiologique des protéines Bgp chez la

souns.
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Dans ce chapitre étaient présentées des pistes pour analyser le phénotype des

souris bgp 1 -/-. Les hypothèses fonnulées ici sont basées sur le mode d'expression et les

fonctions connues de Bgp]. Les principales hypothèses suggèrent des problèmes au

niveau de la blastula~ du sac vitellin et du placenta au cours du développement~ au niveau

des épithéliums de l'intestin~ du rein et de la peau~ au niveau du foie et au niveau du

système immunitaire. Les souris hgp] -/- fourniront éventuellement un modèle

inestimable pour étudier la fonction physiologique de 8gp 1.
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