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RÉSUMÉ

L’épithélium pigmentaire de la rétine d’embryon 
de poule peut être conduit, in vitro, à l’aide de l’onco­
gène v-myc, à exprimer des marqueurs de cellules de 
la neurorétine. En utilisant une technique de criblage 
différentiel de l’expression de gènes basée sur l’utili­
sation de la PCR, nous avons isolé à partir de ces cel­
lules les séquences codant des facteurs de transcrip-

tion ou des modulateurs de la stabilité des ARN mes­
sagers. Ces gènes sont spécifiquement exprimés dans 
la neurorétine. Nous avons également observé que v- 
myc est capable d’induire dans ces cellules la re­
expression du facteur Mitf, spécifique de la RPE pré­
coce, suggérant que v-myc reconduise la RPE à un 
stade indifférencié.

SUMMARY Myc-induced neuronal transdifferentiation of the retinal pigment epithelium

The retinal pigment epithelium (RPE) develops 
from the same sheet of neuroepithelium as the neuro­
retina. When infected with MC29, a v-myc expressing 
virus, the RPE cells can be induced to transdifferen- 
tiate and to take a neuroretinal epithelium fate. After 
a PCR-based differential screning from these cells we 
have identified three genes of interset. Qath5, a quail 
basic helix-loop-helix (bHLH) gene that is closely rela­
ted to the Drosophila atonal, and whose expression is 
found in the developing neuroretina. A Chx10-related

homeobox gene also expressed in the developing neu­
roretina and HuD, a RNA-binding protein not expres­
sed in the RPE but expressed during neurogenesis. 
Beside these genes whose function is involved in regu­
lating neuronal differentiation myc also induced a 
transient Mitf expression. Mitf is expressed in the 
entire optic cup, later restricted to the pigmented 
retina. Mitf is involved in the regulation of the pig­
mented differentiation. We conclude that v-myc can 
reverse the RPE to the bipotential retinal primordia.

L’œil émerge d’une série d’événements embryolo­
giques commençant par la formation de la vésicule 
optique (Fig. 1A). Après invagination du neuroépithé­
lium, la vésicule optique fournit la cupule optique qui 
possède une double couche cellulaire (Fig. 1B). La fine 
couche postérieure se différencie en rétine pigmentaire 
(RPE), la couche antérieure multicellulaire formant la 
future neurorétine (NR, Fig. 1C). La rétine pigmentaire 
et la neurorétine, distinctes en forme et fonction, ont 
néanmoins un précurseur commun. Ce précurseur garde, 
durant une période propre à chaque espèce, une capacité 
de différenciation réversible en NR et RPE. Par exemple, 
chez l’Amphibien, l’inversion de l’œil conduit le feuillet 
de la future RPE à se différencier en NR (Mikamai, 
1939). Chez l’Oiseau, la RPE garde la capacité à former 
une neurorétine in vivo (Coulombre & Coulombre,

1965). D’autres observations réalisées in vitro (Pittack et 
al., 1991, 1997) indiquent également que le neuroépi­
thélium de la cupule optique demeure bipotent pendant 
un certain temps, et que son engagement vers les voies 
de différenciation pigmentaire ou neuronale est sous le 
contrôle de signaux émanant de l’ectoderme de surface. 
Parmi ces molécules signalisatrices. les FGFs (présents 
ainsi que leurs récepteurs dans l’ectoderme de surface et 
la vésicule optique) sont capables d’induire la différen­
ciation de la RPE en neurorétine (Pittack et al., 1991, 
1997 ; Zao et al., 1997 ; Nguyen & Arnheiter, 2000). 
Cependant, les relais transcriptionnels responsables de la 
mise en place de ces différenciations, ne sont pas connus.

Un facteur de transcription isolé en 1993 à partir de 
souris dépigmentées s’est révélé être critique pour la dif­
férenciation de la RPE. Il s’agit du facteur «  microph-
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Fig. 1. -  Morphogenèse de l’œil chez l’oiseau.
Les stades de développement sont indiqués en jours. NR : future neurorétine ; RPE : future rétine pigmentaire ; ES : ectoderme de sur­

face ; crist : cristallin.

Fig. 2. -  Structure et territoires d’expression du gène Mitf.
La petite hélice à la jonction des exons 3 et 4 représente le domaine transactivateur de la protéine. L’expression de Mitf dans l’œil en 

cours de développement est étudiée par hybridation in situ sur des coupes d’embryons de Poulet au stade cupule optique (panneau de gauche) 
et à 3 jours de développement (panneau de droite). A ce stade, seule la rétine pigmentaire est marquée.

thalmia » (ou Mitf) (Hodgkinson et al., 1993). Mitf 
(Fig. 2) code un facteur de transcription à domaine b- 
HLH-LZ, capable de se lier à l 'ADN par son domaine 
basique (b) sous forme de dimères réalisés grâce au 
domaine hélice-boucle-hélice (HLH) et à la crémaillère 
à leucine (LZ). Au cours du développement de l’œil, 
l'expression de Mitf, présente initialement dans toute la 
vésicule optique, se restreint ensuite à la rétine pigmen-

taire (Fig. 2 et Nguyen & Arnheiter, 2000). L’inactiva­
tion du gène, par insertion d’un rétrovirus dans la région 
de promotion du gène Mitf (Hodgkinson et al., 1993) 
génère des souris dépigmentées atteintes d’ostéopétrose, 
possédant des petits yeux dont la RPE est dépigmentée. 
Cet ensemble d’anomalies ne se voit que pour la muta­
tion sous sa forme homozygote. Chez l’Homme, des 
mutations dans MITF sont responsables du syndrome de
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Formation des S-lgA 
durant la transcytose

Exclusion immune 
intra-luminale

Elimination immune locale 
durant la transcytose

F ig . 1. Transcytose et rôle de les S-IgA par exclusion immune et élimination immune des micro-organismes.

la liaison devient covalente, pour gagner le pôle apical 
de la cellule où le récepteur est clivé, libérant ainsi S-IgA 
dans la lumière glandulo-épithéliale (Brandtzaeg, 1995). 
Ce mécanisme est beaucoup plus efficace pour l’IgA que 
pour l’IgM du fait d’un coefficient de diffusion très supé­
rieur (Natvig et al., 1997). Une fois libérées, les S-IgA 
agissent soit localement, soit en aval (notamment les S- 
IgA du lait) de leur lieu de synthèse, comme nous le ver­
rons ultérieurement. Dans le cas des rongeurs (rats, sou­
ris) et des lagomorphes (lapins, lièvres), le poly-Ig 
récepteur est également présent à la surface des hépato­
cytes et permet la transcytose des IgA polymériques 
(forme habituelle des IgA sériques dans ces espèces) du 
sang vers la bile (Delacroix et al., 1985). Dans le tube 
digestif de ces animaux, une grande partie des S-IgA est 
donc d’origine sérique et leur structure est indistinguable 
de celle des S-IgA sécrétoires.

Les IgG. Comme nous l’avons mentionné précédem­
ment, la présence d’IgG dans les sécrétions a été classi­
quement attribuée à une diffusion passive des IgG 
sériques. Celle-ci est semble-t-il un phénomène mineur 
en l’absence de saignement local ou d’inflammation, à 
l’exception cependant du cas particulier du catabolisme 
des IgG par le foie (Waldman & Strober, 1969). Il s’agit 
en effet d’un phénomène physiologique au cours duquel 
les IgG sériques sont excrétées dans la bile puis dans 
l’intestin où elles sont clivées en fragments Fab par les 
protéases digestives (Quan et al., 1996). Cependant, en 
dehors de ces conditions particulières, les IgG des sécré­
tions sont synthétisées dans la muqueuse où elles peuvent 
même être majoritaires (Hocini et al., 1995). Leur spé­
cificité anticorps peut varier selon le site de synthèse et

différer de celle des IgG sériques (Berneman et al., 1998, 
Becquart et al., 1999). Le transport des IgG dans les 
sécrétions est due à un récepteur Fc décrit dans le pla­
centa (FcRn) mais également présent dans la cellule épi­
théliale humaine (Dickinson et al., 1999). Ce récepteur 
est actif à pH acide. Les IgG diffusent passivement dans 
la cellule épithéliale vers des vésicules endoplasmiques 
où elles se lient à ce récepteur et sont transportées au 
pôle apical de la cellule épithéliale. À pH neutre, la liai­
son est dissociée, libérant l’IgG tandis que le récepteur 
est alors recyclé.

MODES D'ACTION
DES ANTICORPS DES SÉCRÉTIONS

L'exclusion immune. Le mode d’action commun à 
toutes les immunoglobulines présentes dans les sécré­
tions est appelé «exclusion immune » (Stokes et al., 
1975). Quelle que soit leur taille, les immunoglobulines 
peuvent interagir avec différentes molécules micro­
biennes, telles que des toxines et des adhésines, et inhi­
ber leur activité pathogène. L’inhibition fait intervenir 
soit la neutralisation d’une toxine soit le blocage de 
l’adhésion à la cellule épithéliale. Les polymères et les 
complexes avec la protéine Fv (Bouvet et al., 1993) peu­
vent de plus agglutiner les agents pathogènes et faciliter 
leur transport par le péristaltisme du mucus (Fig. 1).

L'élimination immune. Le phénomène connu sous le 
nom d’élimination immune est un processus actif lié à la 
transcytose des IgA par le poly-Ig récepteur. Les agents



110 SOCIÉTÉ DE BIOLOGIE DE PARIS

Rétine pigmentaire Rétine pigmentaire
v- myc Neurorétine

Fig. 3. -  Détection de l’expression des gènes ATH5, Chx10-1, Pax6 et QNR-71 par RT-PCR.
Les ARN messagers pour ces 4 gènes sont détectés dans la rétine pigmentaire transformée par l’oncogène myc. Le gène QNR-71 spé­

cifique des cellules pigmentées n’est pas détecté dans la neurorétine, la rétine pigmentaire exprime ce gène mais pas ATH5 et Chx10-1. 
Pax6 est indifféremment exprimé dans tous les types cellulaires.

ATH5 ChxlO-1

Motifs / domaines 
caractéristiques b H L H H o m eo

Expression 
dans la rétine
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Cellules horizontales

Couche
Nucléaire interne

Fig. 4. -  Expression des gènes ATH5 et ChxlO-1 dans la neurorétine par hybridation in situ. 
Panneau de gauche, ATH5 ; panneau de droite, Chx10-1.
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exprimées entre la rétine pigmentaire et la rétine pig­
mentaire transformée par le virus MC29, nous avons réa­
lisé des expériences de RT-PCR sur les ARN de ces dif­
férentes cellules. La figure 3 montre que les ARN 
messagers des gènes ATH5 et Chx10-1 ne sont pas 
exprimés dans la rétine pigmentaire. En revanche, ces 
messagers sont détectés dans la neurorétine et sont 
induits dans la RPE transformée par le virus MC29. A 
titre de contrôle, l’ARN du gène QNR-71, un marqueur 
de la pigmentation, est détecté dans la RPE mais pas 
dans la neurorétine (Turque et al., 1996) et le gène Pax- 
6 (Martin et al., 1992) est détecté dans les deux types de 
cellules. Ces résultats montrent que l’oncogène myc est 
capable d’induire dans la RPE l’expression de gènes nor­
malement restreints à la neurorétine mais ne fournissent 
pas d’information sur la nature des cellules de la rétine 
exprimant ces gènes.

Dans le but de préciser quelles cellules de la neuroré­
tine expriment ces gènes, nous avons réalisé des expé­
riences d’hybridations in situ avec des sondes ARN radio 
marquées, complémentaires des séquences ATH5 et 
ChxlO-1. Les résultats obtenus montrent (Fig. 4) que ces 
deux gènes ne sont pas exprimés de façon précoce dans 
la neurorétine, car ils sont indétectables au stade cupule 
optique et observés à partir de 4 jours de développe­
ment. À 10 jours de développement, alors que la neuro­
rétine est bien stratifiée et que les cellules sont identi­
fiables par leur localisation dans les différentes couches, 
les cellules positives pour ATH5 s’observent dans la 
couche des cellules ganglionnaires dans les cellules hori­
zontales ainsi que dans les neurones bipolaires, alors que 
les cellules positives pour Chx10-1 se recrutent unique­
ment dans la couche nucléaire interne correspondant aux

cellules bipolaires. De façon intéressante, la transdiffé­
renciation neuronale de la RPE sous l’effet du FGF2 
conduit chez le Rat à l’apparition, dans la culture, des 
gènes Chx10, Brn3b et N-myc (Zao et al., 1997). Ce sont 
des facteurs de transcription dont la fonction est très 
proche de celle des gènes que nous avons isolés.

À côté des gènes ATH5 et Chx10-1 clairement reliés 
à l’apparition d’un phénotype neuronal dans la RPE 
transformée par v-myc, nous avons noté que v-myc est 
capable d’induire la ré-expression de Mitf dans ces cel­
lules. La figure 5 montre le résultat d’une détection par 
immunomarquage de cette protéine dans les noyaux des 
cellules de la RPE transformée, avec un anticorps recon­
naissant spécifiquement Mitf, alors qu’aucun signal 
nucléaire n’est détecté dans les RPE témoins. L'induc­
tion de ce gène dans la RPE transformée par MC29 est 
extrêmement rapide, dans les heures qui suivent l’infec­
tion, suggérant un effet direct de myc sur le promoteur 
de Mitf.

Ainsi, le facteur de transcription v-myc est capable 
d’activer simultanément des gènes qui sont la cause ou 
la conséquence de la différenciation neuronale, et des 
gènes de la différenciation pigmentaire (le gène QNR-71 
est fortement exprimé dans les RPE MC29). Cela sug­
gère que v-myc est capable de reconduire les cellules de 
la RPE différenciées dans la voie pigmentaire au stade du 
précurseur diencéphalique capable d’exprimer à nouveau 
ses potentialités de différenciation. Ces cellules dédiffé­
renciées choisiraient ensuite, selon les conditions de cul­
ture (Fig. 6) et de façon stochastique, une voie de diffé­
renciation particulière (cellule ganglionnaire, bipolaire 
ou pigmentaire par exemple) par un mécanisme de trans­
différenciation.

Rétine pigmentaire Rétine pigmentaire 
V-Myc

Fig. 5. -  Induction de Mitf dans la RPE transformée par v-myc.
Mitf est détecté par immunomarquage. Panneau de droite, cellules de la RPE en culture, panneau de gauche, cellules de la RPE infec­

tées par le virus MC29 ; les noyaux sont clairement visibles.
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Fig. 6. -  Les différentes étapes conduisant à la transdifférenciation cellulaire.
La phase de détermination correspond à l’engagement irréversible des cellules dans une voie de différenciation définie.

Ce système cellulaire devrait permettre à terme d’iso­
ler les facteurs de transcription agissant précocement 
dans l’engagement des cellules du neurectoderme vers 
les voies de différenciation pigmentaire ou neuronale.
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