m's

médecine/sciences

médecine/sciences 2012 ; 28 : 237-74

NOUVELLE

Les facteurs de virulence

ciblent des protéines clés
de ’interactome de I’hote

Anne-Ruxandra Carvunis, Matija Dreze

> Les plantes jouent un role central dans
la plupart des écosystémes par leur
capacité a convertir I’énergie solaire en
énergie « biologique ». Unique source
d’oxygene gazeux sur terre, les plantes
représentent aussi la source principale
de I"alimentation humaine et fournissent
carburants fossiles et fibres textiles.
Pour répondre aux défis agronomiques
et environnementaux présents et futurs,
il est primordial d’acquérir une connais-
sance approfondie des mécanismes
contrélant les processus biochimiques et
moléculaires retrouvés spécifiquement
chez les plantes. A cette fin, nous nous
sommes intéressés plus particulierement
aux interactions entre plantes et phy-
topathogenes a I’échelle moléculaire.
En plus de perspectives agronomiques
et environnementales évidentes, nos
travaux suggerent I’existence de prin-
cipes universels régissant I'organisation
des systemes immunitaires lors d’une
interaction hote-pathogeéne.

Interactions entre plantes

et phytopathogenes : le modéle zigzag
Vingt ans de recherche fondamentale uti-
lisant I’Arabette des dames (Arabidop-
sis thaliana) comme organisme modéle
ont abouti a un concept surnommé zig-
zag, décrivant a I’échelle moléculaire
les interactions dynamiques entre cel-
lules végétales et phytopathogénes [1].
La détection de molécules du « non-
soi » par des récepteurs membranaires
déclenche une premiere ligne de défense
immunitaire générique, le « zig ». Néan-
moins, de nombreux pathogenes sont
capables d’injecter a 'intérieur des cel-
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lules végétales des effecteurs molécu-
laires qui, affaiblissant I'effet du zig,
augmentent la susceptibilité a I'infec-
tion : le « zag ». €n réponse, des récep-
teurs intracellulaires semblent pouvoir
reconnaitre le « soi modifié » et pro-
voquer une seconde vague de défense
immunitaire, un second zig. Le degré de
résistance des plantes aux pathogeénes
dépend de 'amplitude de ces deux lignes
de défense, ainsi que de I'intensité de
I"attaque.

Malgré son élégance, le modéle zigzag
repose sur des hypothéses qui pour la
plupart n'ont pas été démontrées sys-
tématiquement. &n particulier, I’iden-
tité des acteurs du systeme immunitaire
demeure largement inconnue, mis a part
certains groupes de protéines (princi-
palement des récepteurs). De plus, les
interactions physiques que les protéines
de immunité établissent entre elles et
avec les effecteurs pathogéniques ont
été peu étudiées.

Lapproche interactomique

Aujourd’hui, il apparalt clair que les
interactions physiques entre protéines
forment des réseaux complexes et hau-
tement dynamiques (interactomes), qui
sous-tendent les relations génotype-
phénotype [2]. La description expéri-
mentale de ces réseaux (cartographie)
est indispensable pour une compréhen-
sion globale des systémes biologiques -
tels que 'immunité - et des mécanismes
moléculaires correspondants. L'éta-
blissement de cartes interactomiques
a offert une foison de ressources dans
les especes non végétales. Malgré une

abondance de connaissances molécu-
laires et génétiques, il existe un manque
notoire de données expérimentales
décrivant des interactions entre pro-
téines pour I’Arabette des dames (et pas
uniquement entre protéines de I'immu-
nité), et plus généralement pour les
especes du monde végétal.

Lapproche interactomique appliquée
aux interactions entre plantes

et phytopathogénes

Nous avons donc construit deux cartes
interactomiques pour I'Arabette des
dames en utilisant la méthode du double
hybride en levure. La premiére [3], éta-
blie en testant systématiquement plus
de 35 millions de paires de protéines de
la plante, a permis de détecter envi-
ron 6 200 interactions entre 2 700 pro-
téines. Nous estimons que cette carte
couvre 2 % de 'interactome complet
de I"Arabette des dames. La seconde
carte [4] est focalisée sur le systéme
immunitaire et ses interactions avec les
effecteurs de deux phytopathogenes : la
bactérie Gram-negative Pseudomonas
syringae (Psy) et I’oomycete Hyalopero-
nospora arabidopsidis (Hpa). Cette carte
comporte 3 000 interactions entre 900
protéines, dont des effecteurs patho-
géniques, des protéines préalablement
connues du systéme immunitaire, ainsi
que d’autres protéines de I’hdte que
nous avons identifiées comme inte-
ragissant avec I'un ou I’autre de ces
groupes de protéines (et qui représen-
tent donc probablement de nouveaux
acteurs de I'immunité) (Figure 1). ana-
lyse combinée de ces deux cartes nous a

237



238

Pathogene 1

Pathogene 2

}\

-
b \
'

Effecteurs N
pathogéniques

Interactome
de I’hote

@ CEffecteur du pathogene 1
@® tffecteur du pathogene 2
@ Protéine de I’hdte

'
'
i

1 \N s‘
ol K

—— Interaction entre protéines de I’hote
<« Interaction entre effecteur pathogénique

et protéine de I’hote

--» Insertion d’effecteur pathogénique

Figure 1. Ciblage des hubs de ’interactome protéique de I’hote lors d’une attaque de pathogénes

(ici Psy et Hpa).

permis de mettre en évidence certains
principes fondamentaux des relations
hote-pathogéne chez I’Arabette des
dames.

Attaques ciblées

Si I'on adopte une métaphore militaire
pour décrire les relations hote patho-
gene, les effecteurs pathogéniques
se livreraient a des attaques ciblées
(Figure 1) contre les protéines clefs de
I’hdte, dans le but de prendre le contrdle
de la cellule et d’affaiblir ses défenses.
Méme si les théories évolutives et les
connaissances actuelles appuient ce
modele, il n’a pour Iinstant pas été
réellement démontré. Nos simulations
prédisent que, si les effecteurs établis-
saient le méme nombre de connexions
mais avec des protéines de I’hGte choi-
sies au hasard dans la premiére carte,
ils interagiraient en moyenne avec 320
protéines de I’hGte, dont environ 1 %
seraient communes a Hpa et Psy. En
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réalité, nos résultats expérimentaux
montrent que les protéines effectrices
ont ciblé de maniére répétitive seu-
lement 165 protéines de I’hdte, dont
10 % partagées par Hpa et Psy. Un tel
degré de convergence de la part de
deux pathogenes éloignés d’environ un
milliard d’années d’évolution apporte un
argument fort en faveur de I’hypothese
des attaques ciblées.

Défenses gardées

Le modéle zigzag repose sur une autre
hypothese, elle aussi aux consonances
militaires, selon laquelle certains récep-
teurs intracellulaires sont capables de
détecter le soi modifié et de déclencher
une réponse immunitaire de forte ampli-
tude, comme les gardes d’une cita-
delle [5]. Cette hypothése s’oppose
au modele « géne pour gene », selon
lequel la plante aurait développé des
récepteurs intracellulaires pour chaque
protéine effectrice pathogénique

possible. Selon ce second modele, les
récepteurs intracellulaires devraient
interagir directement avec les protéines
effectrices, alors que selon I’hypothése
des défenses gardées, ces interactions
seraient indirectes. Les interactions
entre protéines effectrices et récepteurs
intracellulaires que nous avons expé-
rimentalement détectées se sont avé-
rées majoritairement indirectes, donc
en accord avec I’hypothese des défenses
gardées.

Immunité et science des réseaux
Indépendamment de ces mécanismes
physiologiques complexes, la science
des réseaux propose une élégante pré-
diction. Dans les réseaux biologiques, un
petit nombre de composants, surnom-
més hubs, établissent de nombreuses
connexions tandis que la plupart des
autres composants en établissent
peu. €n conséquence, la structure de
ces réseaux est robuste et résiste aux
défaillances aléatoires de ses compo-
sants, mais en revanche trés sensible
aux attaques dirigées contre les hubs
[6]. La science des réseaux et la méca-
nistique moléculaire se rejoignent donc
dans la question fascinante des inte-
ractions hote-pathogene, en prédisant
que les pathogénes pourraient maxi-
miser leur virulence en ciblant les hubs
(Figure 1).

Nos expériences de cartographie inte-
ractomique confirment que les effec-
teurs de pathogenes interagissent pré-
férentiellement avec des protéines de
I’hote qui sont des hubs. Nous avons
également testé expérimentalement la
réponse immunitaire de plantes Ara-
bette des dames mutées pour 16 hubs
qui interagissent avec les effecteurs Hpa
et Psy. Neuf de ces mutants sont signifi-
cativement plus sensibles a Iinfection
que la plante sauvage, et sept sont
plus résistants. Sept mutants choisis
au hasard ont également été testés, et
aucun n’a présenté de phénotype immu-
nitaire.

Nos travaux démontrent que les effec-
teurs de deux pathogénes, séparés par



un milliard d’années d’évolution, ciblent
un nombre restreint de protéines tres
connectées au sein de I'interactome. ||
pourrait s’agir d’une stratégie de viru-
lence du pathogene ciblant des protéine-
clefs de ’hote, ou a 'inverse, d’une stra-
tégie immunitaire de I’hGte qui utiliserait
un nombre limité de protéines pour se
défendre contre une source variée de
pathogenes. D’autres études ont montré
que les protéines de pathogeénes viraux
et bactériens interagissent aussi préfé-
rentiellement avec les hubs du réseau
interactome humain [7-10]. La question
de leur convergence demeure cependant
inexplorée. Nos investigations sur I’Ara-
bette des dames pourraient mettre a jour
de nouveaux mécanismes de patholo-
gies infectieuses dans le domaine végé-
tal, avec des retombées évidentes en

recherche agronomique, mais également
en recherche médicale. ¢

Virulence effectors target key proteins
of interactome networks of host plant
cells
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Lhépatite aigué sévere et fulminante :
gravissime et sans traitement spécifique
’hépatite aigué sévere et fulminante est
une nécrose massive et brutale du foie
conduisant a une défaillance plus ou
moins rapide des fonctions hépatiques.
Elle se définit par des troubles majeurs de
I’lhémostase - le taux de prothrombine est
inférieur a 50 % - associés ou non a des
troubles neurologiques (encéphalopathie
hépatique et coma). Les causes de cette
affection sont multiples : virales, médi-
camenteuses, toxiques, auto-immunes.
Elles doivent étre activement recherchées
afin d’instaurer les traitements spéci-
fiques qui conviennent. Cette affection
survient la plupart du temps sur un foie
sain. Elle peut évoluer soit vers la guéri-
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son spontanée (avec ou sans phase d’ag-
gravation), soit vers la mort du patient
(en absence de transplantation hépa-
tique réalisée en urgence). Sur le plan
moléculaire, 'activation de nombreuses
voies de signalisation entrafnant la mort
cellulaire par apoptose, nécrose et stress
oxydatif est responsable des dommages
massifs du foie et de I'inhibition de la
prolifération cellulaire. Il n’existe pas
de biomarqueur prédictif du devenir des
patients (guérison, transplantation ou
déces). Lévolution clinique imprévisible
de ce syndrome en fait une véritable
urgence médicochirurgicale nécessitant
une hospitalisation en soins intensifs
a proximité d’un centre spécialisé en
transplantation hépatique [1, 2].
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Le traitement médical est essentielle-
ment symptomatique et peut inclure une
assistance hépatique extracorporelle de
détoxification sanguine. Aucun traite-
ment pharmacologique visant a protéger
le foie et stimuler sa régénération n’a
jusqu’a présent montré son efficacité.
La seule drogue disponible, dans le cas
d’une intoxication au paracétamol, est
la N-acétylcystéine (NAC) qui, si elle est
administrée tres précocement, corrige
I’insuffisance hépatique. Véritable anti-
dote du surdosage au paracétamol, NAC
restaure les stocks de glutathion hépa-
tique dont la consommation inactive
les métabolites réactifs cytotoxiques
et réduit les Iésions oxydatives du foie.
Plus récemment, Iadministration de

239

MAGAZINE

NOUVELLES



240

NAC dans les hépatites fulminantes qui
ne sont pas liées au paracétamol a été
proposée, et une amélioration de la sur-
vie sans transplantation a été observée
dans certains sous-groupes de patients
[3]. Ce résultat clinique, associé a une
absence d’effet iatrogene de NAC, a
conduit certains auteurs @ prescrire sys-
tématiquement NAC dans toute hépa-
tite aigué sévere ou fulminante, et cela
malgré I"absence de preuve formelle
de son efficacité. On ne saurait alors
trop souligner combien le besoin médi-
cal de nouvelles molécules ciblant les
insuffisances hépatocellulaires aigués
et sévéres est important.

La protéine HIP/PAP :

une molécule antioxidante efficace
dans les hépatites fulminantes

Parmi les candidats pharmacologiques
actuellement a I'étude, la protéine HIP/
PAP (hepatocarcinoma-intestine-pan-
creas/pancreatitis associated protein)
ou Reg-3au (regenerating islet-derived
protein 3a) exerce des effets biolo-
giques démontrés en matiére de répa-
ration et de régénération tissulaires,
ainsi qu’une protection vis-a-vis du
stress et de la mort cellulaires. HIP/PAP
est une lectine de type C (possédant un
seul domaine de liaison aux hydrates de
carbone) de 16 kDa, qui est sécrétée et
qui exerce ses activités biologiques de
facon autocrine et paracrine. HIP/PAP
exerce une activité anti-inflammatoire
dans le pancréas [4] et antibactérienne
dans le tube digestif [5, 6]. Elle favorise
la survie et la guidance axonale des
motoneurones [7], la prolifération des
cellules de Schwann et, enfin, la survie
et la régénération des cellules hépa-
tiques [8-10]. Les mécanismes molé-
culaires que met en jeu HIP/PAP dans
la protection tissulaire sont largement
méconnus.

Des modeles de souris génétiquement
modifiées ont permis de montrer que
HIP/PAP stimule la régénération hépa-
tique apres hépatectomie majeure et
protége les animaux transgéniques
d’une hépatite mortelle induite par
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I’acétaminophene ou par I'anticorps
agoniste du récepteur de mort Fas/
CD95 (Fas) [9-11]. Dés lors, la ques-
tion des capacités thérapeutiques d’une
protéine-médicament dans I’hépatite
aigué sévére se posait. Nous avons donc
produit une protéine recombinante
humaine HIP/PAP (rcHIP/PAP) et entre-
pris d’évaluer son effet curatif vis-a-vis
de I'insuffisance hépatocellulaire aigué,
et de caractériser son mode d’action. La
protéine rcHIP/PAP a été produite dans
un systeme bactérien Escherichia coli
puis purifiée a plus de 99 % suivant les
normes réglementaires en vigueur pour
une utilisation clinique. Le mécanisme
d’action de HIP/PAP, les résultats des
études précliniques ainsi que les pre-
miéres données cliniques ont été publiés
dans la revue Hepatology [11].

Une premiere série d’expériences a
conclu a Pefficacité thérapeutique de
rcHIP/PAP dans un modéle murin d’hé-
patite sévere induite par un agoniste
du récepteur de mort Fas. Des souris
sauvages de fond génétique C57BI/6)
ont regu tout d’abord une dose d’anti-
Fas calibrée pour induire 60 % de mor-
talité a 24 h, puis, a différents temps
aprées I'agoniste de Fas, une dose de
rcHIP/PAP (0,05 & 2,5 mg/kg par voie
intraveineuse). L’étude dose-réponse a
montré qu’une dose unique de rcHIP/PAP
améliorait significativement la survie a
24 et 48 h des souris sauvages traitées
par I’anti-Fas, la dose optimale étant
de 0,750 mg/kg. Cette survie était sta-
tistiquement meilleure dans les groupes
a un stade tardif (6 h), voire trés tar-
dif (9 h et 11 h), de la maladie hépa-
tique induite par I"anti-Fas que dans les
groupes ayant regu rcHIP/PAP @ un stade
précoce, moins sévére, de la maladie.
Les niveaux d’expression et d’activation
des facteurs impliqués dans les voies de
’apoptose, de la prolifération ou de la
survie étaient similaires dans le foie de
souris traitées par rcHIP/PAP ou par le
tampon. €n revanche, une nette dimi-
nution de la quantité des biomolécules
oxydées a été observée, qu’elle soit
identifiée par la mesure de la peroxyda-

tion lipidique ou celle de la carbonyla-
tion protéique, suggérant le role majeur
de I'effet anti-oxydant hépatique de
rcHIP/PAP dans la survie des souris.
Cette inhibition du stress oxydatif hépa-
tique par rcHIP/PAP était associée a
une nette diminution des Iésions nécro-
tiques et inflammatoires a Iexamen
histologique et a un meilleur index de
prolifération hépatocytaire comparé aux
foies controles. Les expériences réali-
sées in vitro sur des cultures primaires
d’hépatocytes murins et humains ont
montré que rcHIP/PAP améliorait trés
nettement la viabilité des cellules pri-
maires agressées par différents effec-
teurs de mort comme le tumor necrosis
factor a (TNFa)/actinomycine D, le
transforming growth factor 3 (TGFP) ou
encore le peroxyde d’hydrogene, et ce de
maniere dose dépendante. Cette cyto-
protection était associée, comme dans
les expériences in vivo, a une diminution
du stress oxydatif des biomolécules.
Enfin, nous avons montré que le pouvoir
anti-oxydant de rcHIP/PAP reposait sur
sa capacité a piéger les radicaux libres
de type superoxyde et hydroxyle. Cette
capacité de rcHIP/PAP a éliminer le
radical hydroxyle est particulierement
intéressante en raison du caractere
toxique de I’hydroxyle et de I'incapacité
des cellules a I’éliminer, a la différence
du radical superoxyde qui est détoxifié
par la superoxide dismutase.

Prise dans son ensemble, cette étude
préclinique montre que la protéine
rcHIP/PAP est un candidat médicament
tres prometteur dans le traitement de
I’insuffisance hépatocellulaire aigué et
sévere. Nous avons montré que rcHIP/
PAP, par son action anti-oxydante
importante, protége les cellules hépa-
tiques de la mort cellulaire induite par
divers signaux de mort et améliore la
survie dans un modéle expérimental
reconnu d’hépatite aigué et sévere.

De la découverte de la molécule

a essai clinique

Un essai clinique de phase 1 a été entre-
pris pour évaluer IYinnocuité, la tolé-
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Figure 1. Mode d’action de la protéine HIP/PAP dans le foie atteint d’hépatite aigué sévére.

I’agression du foie par un agent toxique (symbole avec une téte de mort) induit la production en

exces d’especes réactives de I’oxygene (R0S), aux niveaux intracellulaire (en réponse au stress

du réticulum endoplasmique et de la mitochondrie) et extracellulaire (par les NADPH oxydases

activées dans les macrophages). La protéine HIP/PAP, produite de facon endogeéne (symbole vert

«en») en réponse aux mécanismes d’inflammation et de stress oxydatif, ou administrée par

voie intraveineuse sous sa forme recombinante (symbole vert « rc ») permet le piégeage des ROS

(activité scavenger) (symbole rouge), et en particulier des radicaux hydroxyles trés cytotoxiques.

Cette action favorise la survie des différents types cellulaires du foie et, in fine, la régénération

hépatique. LSEC : cellules endothéliales sinusoidales ; Kuppfer : macrophages résidents ; cellule

stellaire : péricytes spécialisés.

rance et les paramétres pharmacociné-
tiques de rcHIP/PAP chez le volontaire
sain. Cette étude a conclu a une absence
de toxicité de la protéine recombi-
nante chez ’lhomme quelle que soit la
dose testée. Fin 2010, un essai clinique
de phase 2 multicentrique en double
aveugle et contrdlé contre placebo a été
débuté : il évalue I'innocuité et I'effi-
cacité thérapeutique de rcHIP/PAP chez
des patients atteints d’une hépatite
aigué sévere ou fulminante. Les premiers
résultats sont attendus fin 2012.

Il s’agit (a notre connaissance) de
'un des médicaments les plus promet-
teurs en phase de développement. Son
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développement thérapeutique permet-
tra d’assurer la protection des cel-
lules hépatiques contre une agression
majeure, de stimuler la régénération et,
peut-étre ainsi, de limiter le besoin de
recourir en urgence a la transplantation
orthotopique. €n conclusion, la protéine
recombinante HIP/PAP est la seule lec-
tine humaine possédant une activité
anti-oxydante de piégeage des especes
oxygénées réactives. Cette propriété Iui
confere de réels atouts dans le traite-
ment des hépatites aigués séveres et
fulminantes chez I’lhomme. Les perspec-
tives d’avenir sont d’étendre les indica-
tions de la protéine recombinante HIP/

PAP a d’autres pathologies séveres du
foie, en particulier I’hépatite alcoo-
lique aigué et les poussées d’insuffi-
sance hépatocellulaire aigué sur foie
cirrhotique, cause la plus fréquente de
décompensation des cirrhoses. ¢
HIP/PAP, a new drug for acute

liver failure
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Les connexions neuronales

en pleine lumiere

L’organisation des réseaux inhibiteurs

dans le néocortex

Elodie Fino

> D’un point de vue phylogénétique, le
cortex est la structure cérébrale la plus
évoluée. Il constitue la base neuronale
de nombreuses fonctions allant de fonc-
tions sensorielles ou motrices jusqu’'a
des fonctions cognitives élaborées. Le
fonctionnement du cortex repose sur la
mise en jeu de réseaux neuronaux com-
plexes. La connaissance exacte de I’or-
ganisation anatomique et fonctionnelle
de ces réseaux est donc déterminante
pour une meilleure compréhension des
fonctions corticales. Cependant, cette
tdche est rendue trés délicate en raison
du nombre et de la variété des neurones
qui composent ces réseaux et parce qu’il
est nécessaire de comprendre comment
chaque type cellulaire s’integre au cceur
des circuits corticaux.

Connditre la structure des circuits

corticaux pour comprendre leur fonction
Les premieres études des réseaux corti-
caux se sont focalisées sur les connexions
excitatrices existant entre les cellules
pyramidales, les neurones principaux du
cortex. Les cellules pyramidales sont les
éléments clés du traitement de Iinfor-
mation. Cependant, le cortex est éga-
lement constitué d’interneurones inhi-
biteurs GABAergiques qui représentent
environ 20 % des neurones corticaux. Ces
interneurones jouent un réle déterminant
puisqu’ils exercent un effet inhibiteur
important sur les cellules pyramidales en
controlant leur activité de décharge. Leur
role est dramatiquement illustré dans des
pathologies séveres, telles que I’épilep-
sie ou la schizophrénie, puisqu’un dys-
fonctionnement de 'activité inhibitrice
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de ces neurones serait a 'origine des
symptémes observés [1, 2]. Uétude des
réseaux GABAergiques inhibiteurs est
donc essentielle a la compréhension du
traitement des informations corticales.
Il existe différents types d’interneurones
corticaux qui établissent des contacts
spécifiques avec différentes parties des
cellules pyramidales, allouant a chacun
d’entre eux une spécificité dans la régu-
lation de "activité de ces cellules et donc
du réseau cortical [3]. Il est donc néces-
saire d’étudier indépendamment chaque
type d’interneurones. Dans cette Nou-
velle, nous nous intéresserons aux inter-
neurones GABAergiques qui expriment
la somatostatine et qui représentent
30 % des interneurones GABAergiques
corticaux. Ils ciblent préférentiellement
les dendrites des cellules pyramidales,
controlant ainsi I"excitabilité dendritique
et I'intégration des entrées synaptiques
[4, 5]. Mais pour comprendre pleine-
ment le réle de ces interneurones dans
la modulation des réseaux fonctionnels
excitateurs, il est également nécessaire
de caractériser I'organisation anato-
mique et fonctionnelle des réseaux inhi-
biteurs. Ceci nécessite de quantifier la
proportion des afférences inhibitrices,
mais également de déterminer si elles
ciblent de maniere tres spécifique les
réseaux fonctionnels excitateurs ou si,
au contraire, elles exercent un contrdle
global.

Comment étudier la connectivité
neuronale ?

La majorité des études de connecti-
vité neuronale sont réalisées au moyen

d’enregistrements électrophysiologiques
doubles en patch-clamp qui permettent,
a l'aide d’électrodes, de tester les
connexions entre les neurones présy-
naptique et postsynaptique. Cependant,
cette approche ne permet pas d’avoir
une vue d’ensemble du réseau et de sa
connectivité en raison du faible nombre
de cellules enregistrées simultané-
ment. Pour résoudre ce probleme, il est
nécessaire d’utiliser une technique qui
permet de tester rapidement plusieurs
connexions dans les mémes conditions
expérimentales tout en gardant une
résolution cellulaire. Une combinaison
de techniques dynamiques associant
la photolyse de glutamate, la micros-
copie biphotonique et le multi patch-
clamp permet maintenant la dissection
anatomofonctionnelle des microcircuits
neuronaux [6]. Cette combinaison de
techniques permet de définir simulta-
nément les connexions fonctionnelles
entre plusieurs dizaines de cellules avec
une résolution spatiale extrémement
fine (de I'ordre du micrométre) et, ainsi,
de tester a une large échelle I’organisa-
tion des réseaux inhibiteurs au sein d’un
microcircuit cortical.

La photolyse biphotonique de glutamate :
un outil pour révéler les connexions
neuronales

La photolyse biphotonique de glutamate
permet d’activer optiquement, grdce a un
laser, les neurones de maniére extréme-
ment ciblée. Le principe consiste a libé-
rer du glutamate a proximité immédiate
d’un neurone, pour qu’il se fixe sur les
récepteurs du neurone ciblé et entraine
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Figure 1. Le RuBi-Glutamate : une nouvelle molécule optimisée pour la photolyse biphotonique. A. Lorsque le
RuBi-Glutamate (gauche) est illuminé par le laser, la liaison entre la cage et le glutamate est rompue et le
glutamate est libéré (droite). B. Photographie en microscopie biphotonique d’une tranche de cortex de souris
dont les interneurones a somatostatine expriment la GFP. C. Exemple d’un neurone enregistré en patch-clamp
sur lequel on cible le laser (photographie de gauche). La photolyse biphotonique de RuBi-Glutamate (indiquée
par les traits en gras) entraine I’activation du neurone et le déclenchement de potentiels d’action (courbes
rouges). D-E. Le RuBi-Glutamate permet d’activer les neurones avec une excellente résolution spatiale car le

déplacement du laser de quelques micrométres en dehors du corps cellulaire annule les potentiels d’action

évoqués (repris de [7, 81).

son activation par le déclenchement de
potentiels d’action. Cette technique uti-
lise un composé de glutamate « cagé »,
ol le glutamate est couplé a une molé-
cule (appelée molécule cage) le rendant
ainsi biologiquement inactif et donc
incapable de se fixer a ses récepteurs
(Figure 1A). Le RuBi-Glutamate [7], un
composé développé récemment, s’avére
la plus efficace des molécules utilisées
jusqu’ici. €n réponse a lillumination
du RuBi-Glutamate par le laser, le glu-
tamate est libéré et peut désormais
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nique) permet d’activer les
neurones avec une trés bonne
résolution spatiale et tem-
porelle. Ainsi, si I’'on déplace
le laser de quelques micro-
meétres en dehors du neurone
ciblé, le glutamate ne pourra
plus évoquer de potentiels
d’action car il sera libéré
«trop loin» (Figure 1DE).
Cette technique permet donc
d’activer les neurones avec
une trés grande précision, a
la fois spatiale et tempo-
relle. De plus, le déplace-
ment rapide (de I’ordre de
quelques millisecondes) du
laser d’un neurone a I'autre
permet d’analyser un grand
nombre de connexions neuro-
nales et ce tres rapidement.

Identification de réseaux
inhibiteurs denses

dans les circuits corticaux

€n utilisant cette combi-
naison de techniques, nous

Potentiels d’action évoqués (%)

activer le neurone ciblé (Figure 1A).
Ainsi, il est possible de cibler et d’acti-
ver un type neuronal précis dans des
tranches de cerveaux de souris dans les-
quelles une sous-population neuronale
exprime la green-fluorescent protein
(GFP). L’enregistrement simultané en
patch-clamp du neurone ciblé permet
de voir les potentiels d’action déclen-
chés par la photolyse du glutamate
(Figure 1C). De plus, Pillumination &
des longueurs d’onde élevées (possible
uniquement en microscopie biphoto-

n
0 2 4 6 8 10
Distance du corps cellulaire (mm)

12 avons étudié I"organisation
des réseaux inhibiteurs que
forment les interneurones
GABAergiques a somatosta-
tine contactant les cellules
pyramidales dans le cortex
frontal (dans les couches
superficielles 2/3) [8]. Ainsi,
les interneurones localisés
dans les tranches de cor-
tex frontal de souris expri-
mant la somatostatine-GFP
(Figure 1B) ont été activés séquentiel-
lement par photolyse biphotonique du
RuBi-Glutamate et les réponses évo-
quées dans deux ou trois cellules pyra-
midales ont été enregistrées simulta-
nément en multi patch-clamp (Figure
24). Afin de prendre en compte un maxi-
mum d’interneurones présents dans le
réseau étudié, nous avons choisi un
large champ d’investigation de 600 x 800
pm. La microscopie biphotonique permet
de stimuler les interneurones séquen-
tiellement dans différents plans axiaux
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Figure 2. Cartographie des connexions inhibitrices dans la couche 2/3 du cortex frontal. A. Photographies en micros-
copie biphotonique montrant I’ensemble des interneurones GFP stimulés par photolyse biphotonique du RuBi-
Glutamate avec un enregistrement paralléle des réponses évoquées dans deux cellules pyramidales. Les cercles
rouges indiquent les interneurones connectés aux cellules pyramidales et les bleus les interneurones non connectés
(cellule 1 a gauche, cellule 2 & droite). B. La probabilité de recevoir des connexions inhibitrices pour une cellule
pyramidale est trés importante localement et décroit en fonction de la distance. C. Représentation schématique

de la densité des connexions inhibitrices sur les cellules pyramidales, que celles-ci soient connectées entre elles ou

non (repris de [81]).

et sur une profondeur de 'ordre de 100
um. Ainsi, ’ensemble des interneurones
présents autour des cellules pyramidales
et appartenant a un microcircuit local
ont pu étre testés, soit de 10 a 45 inter-
neurones dans le méme champ cortical.
Cette méthodologie permet d’analyser
un grand nombre de connexions dans
les mémes conditions expérimentales
(Figure 2A).

Ces expériences ont permis de construire
des cartographies de réseaux inhibiteurs
(Figure 2A). Ces cartographies ont montré
que les cellules pyramidales recoivent
une innervation massive des interneu-
rones a somatostatine puisque, loca-
lement, 70 a 80 % des interneurones
sont en contact avec les cellules pyra-
midales enregistrées. Ce pourcentage est
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pour des distances
supérieures a 300 pm,
40 % des interneurones
sont connectés aux cel-
lules pyramidales. Ces
expériences révelent
donc que la densité
des réseaux inhibiteurs
locaux est beaucoup
plus importante que
ce qui avait été décrit
précédemment.

D’autre part, grdce
a lenregistrement

électrophysiologique

L2/3
simultané de plusieurs
® cellules pyramidales
voisines, nous avons
o pu comparer les car-
o tographies de réseaux

() inhibiteurs pour des
cellules pyramidales

deux a trois fois plus élevé que celui qui
est observé avec des doubles ou triples
enregistrements en patch-clamp [9].
Cette différence s’explique probablement
par le nombre beaucoup plus élevé de
connexions inhibitrices qui ont pu étre
testées, mais également par le fait que la
microscopie biphotonique permet d’étu-
dier les cellules localisées profondément
dans la tranche de cerveau, optimisant
les chances de préserver les connexions
intactes. Il existe également une forte
corrélation entre la connectivité et la
distance entre les interneurones et les
cellules pyramidales (Figure 2B). Ainsi,
une cellule pyramidale proche des inter-
neurones aura plus de chances d’étre en
contact avec ces interneurones qu’une
cellule plus éloignée. Cependant, méme

connectées, apparte-
nant @ un méme réseau
fonctionnel, ou des cel-
lules pyramidales non
connectées,
tenant a des réseaux

appar-

fonctionnels distincts.
La Figure 2A illustre un
exemple de cartogra-
phies inhibitrices pour
deux cellules pyrami-
dales voisines non connectées. On y
observe la similitude des réseaux inhibi-
teurs pour ces deux cellules pyramidales
voisines. De facon surprenante, nous
avons observé un méme degré de simili-
tude que les cellules pyramidales soient
connectées ou non (Figure 2C). Ces
résultats démontrent que la spécificité
de connectivité des entrées inhibitrices
est indépendante de la connectivité
entre les cellules pyramidales.

L'organisation anatomofonctionnelle
des réseaux inhibiteurs ainsi cartogra-
phiée révele une densité des connexions
inhibitrices beaucoup plus importante
que ce qui avait été observé précédem-
ment, renforcant I"importance fonc-
tionnelle de I'inhibition dans les cir-
cuits corticaux. De plus, de maniére



surprenante, la spécificité de connexion
de ces réseaux inhibiteurs semble indé-
pendante des microcircuits excitateurs
locaux. Le role des réseaux inhibiteurs
n’apparait donc pas comme restreint
au contrdle précis d’un réseau fonc-
tionnel mais plutét comme un contrdle
global local de la balance excitation/
inhibition et une modulation de la sortie
fonctionnelle des circuits corticaux. ¢
Dense inhibitory neuronal networks
revealed by two-photon activation

of RuBi-Glutamate
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Le Yin et le Yang
de la sénescence

Est-il possible de vieillir
sans développer de cancer ?

Matthieu Lacroix, Laetitia K. Linares, Laurent Le Cam

> La sénescence, encore appelée vieillis-
sement cellulaire, se caractérise par
un arrét irréversible de la prolifération
cellulaire associé a certains change-
ments morphologiques, métaboliques et
sécrétoires (=) [11, 12].
Leonard Hayflick dans

Découvert par

(=) Voir Particle
de J.M. Brondello
etal., page ???

les années 1960 comme
une réponse antipro-
liférative de la cellule dece numéro
originellement associée

au raccourcissement télomérique, il est
maintenant établi que ce processus de
sénescence peut intervenir dans d’autres
conditions de stress, telles que différents
stress génotoxiques, métaboliques, ou
oncogéniques.

Sila sénescence fiit longtemps considérée
comme un artéfact de culture cellulaire
in vitro, plusieurs études indépendantes
ont permis de démontrer son existence in
vivo. Les travaux récents des laboratoires
de J.M. Van Deursen [1] et de L. Zender
[2] confirment, via des arguments géné-
tiques importants, le réle in vivo de la
sénescence au cours du vieillissement et
dans certaines réponses antitumorales.
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Les cellules sénescentes exprimant p16
participent au vieillissement

de Porganisme

Un modele d’élimination sélective

des cellules sénescentes

Le premier modele murin génétique-
ment modifié décrit dans ces études
repose sur une approche de type « géne
suicide » dont I’expression est res-
treinte aux cellules sénescentes. Dans
ce modeéle expérimental, la mort cellu-
laire intervient spécifiquement dans les
cellules sénescentes. Elle est déclen-
chée par 'administration in vivo d’une
drogue, le AP20187, qui active une pro-
téine de fusion constituée par une forme
activée de la caspase 8 fusionnée a un
fragment de la protéine liant la FK506
(FK506BP). 'expression de cette pro-
téine est placée sous le contrdle d’une
partie du promoteur du géne codant
pour la protéine pl16™4 un marqueur
de la sénescence (Figure 1) [1]. Grdce
a l'utilisation de deux promoteurs
spécifiques et deux phases de lecture
distinctes, le locus CDKN2A code pour
2 protéines a activité suppresseur de

'S

. Silberberg G, Markram H. Disynaptic inhibition
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: les protéines pl6'NK4A et ARF
4Arf

tumeur
(alternative reading frame, pl chez
I’lhomme ou pl9*f chez la souris). Ce
locus constitue un point de convergence
de nombreux signaux de stress condui-
sant in fine a la modulation des voies
impliquant les suppresseurs de tumeur
Rb et p53 [3]. Ces derniers sont des
régulateurs clé de la sénescence, et les
voies qu’ils empruntent représentent
I’archétype des voies des suppresseurs
de tumeurs. De fait, ces voies de signa-
lisation sont inactivées, a un niveau ou
a un autre, dans pratiquement toutes
les tumeurs.

Cette stratégie originale a permis a
Baker et al. [1] de montrer que la des-
truction des cellules sénescentes expri-
mant p16'™4 (et donc le géne suicide)
améliorait significativement certains
symptdmes associés a un vieillissement
prématuré dans un modele murin pro-
géroide basé sur I'expression d’un alléle
hypomorphe de la kinase BubR1 (Bub-
R1MYP/HYPY [4]. Ces travaux font écho
a de précédentes études démontrant
une expression accrue de pl6'™4? et de
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Le locus CDKN2A
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Figure 1. Représentation schématique du locus CDKN2A. €n utilisant deux promoteurs différents

et deux phases de lecture ouvertes distinctes, le locus CDKN2A (encore appelé Ink4a/Arf) code

pour 2 protéines sans homologie de séquence :

plé'"k4e et ARF (alternative reading frame).

pl6'™4e est un inhibiteur de certains complexes & activité kinase dépendante des cyclines

(cycline-cdk) qui jouent un rdle important dans la progression du cycle cellulaire en amont du

suppresseur de tumeur pRb. ARF (p14* chez ’homme ou p19* chez la souris) est un inhibiteur

de Mdm?2 (mouse double minute), une protéine & activité ubiquitine €3 ligase impliquée dans la

dégradation du suppresseur de tumeur p53. Les voies de signalisation impliquant p16'™4® et ARF

jouent un role important au cours de la sénescence et du développement tumoral.

p19~" dans différents tissus de ce méme
modele murin. L'inactivation génétique
de pl6'™e alors que Iexpression de
pl9*RF reste intacte, améliore cer-
tains des symptomes de vieillissement
prématuré dans ce modeéle [5]. Cette
«cure de jouvence » tissulaire correle
avec une diminution de I’expression
de plusieurs cytokines et chimiokines
sécrétées par les cellules sénescentes,
dont I'expression inopinée est a I’ori-
gine d’une réponse inflammatoire.
Cette capacité sécrétrice des cellules
sénescentes pourrait avoir des effets
déléteres en conduisant d’autres cel-
lules, localement ou a plus grande dis-
tance, a entrer en sénescence, ampli-
fiant ainsi les défauts tissulaires qui
participent au vieillissement [6-8].

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

Quelles lecons tirer de ces expériences ?
Les travaux de cette équipe constituent
une des premieres preuves génétiques
que les cellules sénescentes exprimant
pl6™4e participent au vieillissement in
vivo, et ils ouvrent des perspectives thé-
rapeutiques intéressantes. Cependant,
ces études suggerent également que de
telles stratégies ne pourront vraisem-
blablement pas étre mises en ceuvre au-
dela d’un certain dge, I'installation des
phénotypes associés au vieillissement
devenant irréversible. De plus, ce
modele expérimental montre aussi que
tous les tissus ne vieillissent pas via les
mémes mécanismes moléculaires. C'est
le cas notamment de certaines aryth-
mies cardiaques ou de I'épaississement
des parois vasculaires observés dans ce

modele expérimental et qui ne sont pas
améliorés par Iélimination des cellules
exprimant pl16'™4e. Ainsi, il n’existe vrai-
semblablement pas un seul mécanisme
de vieillissement universel et il semble
méme que selon les organes, certains
des acteurs clés de la sénescence pour-
raient avoir des effets paradoxaux sur le
vieillissement [9, 10].

Ces résultats nous amenent également a
nous interroger sur certains des méca-
nismes impliqués dans le vieillissement.
€n effet, selon un modéle assez cou-
ramment admis, le vieillissement impli-
querait, du moins en partie, un dys-
fonctionnement du compartiment des
cellules souches adultes, dont 'alté-
ration fonctionnelle participerait aux
défauts de renouvellement ou de répa-
ration tissulaires associés au vieillis-
sement (2) [12]. Le modéle génétique
utilisé par I’équipe
de J.M. Van Deur-
sen, basé sur une

(=) Voir Particle

de S. Galas, page ???
de ce numéro
approche de « géne

suicide » remet en question cette hypo-
these, au moins en partie. €n effet, si la
sénescence des cellules souches était un
élément déclencheur et majeur du pro-
cessus de vieillissement, la destruction
des cellules souches exprimant pl6'™4e
via 'activation du gene suicide dans ce
modéle murin devrait conduire, au méme
titre que leur dysfonctionnement, a des
défauts tissulaires semblables a ceux
qui interviennent au cours du vieillisse-
ment. Cette simple déduction repose la
question des mécanismes cellulaires et
moléculaires conduisant in fine a I'alté-
ration de la fonctionnalité des cellules
souches ou de certains progéniteurs
immatures au cours du vieillissement, et
suggere que ces défauts interviennent
tardivement mais ne constituent vrai-
semblablement pas I"évenement initial
du vieillissement.

La sénescence constitue

une barriére antitumorale efficace

Ces travaux prometteurs ouvrent la voie
au développement de nouvelles straté-
gies antivieillissement. Cependant, les



@ Cellule normale

- Cellule sénescente

* Cellule inflammatoire

Chimiokines
Cytokines

Tissudgeé O

Q

Vieillissement

Réponse antitumorale

Figure 2. Roles paradoxaux du phénotype sécrétoire des cellules sénescentes. Les cellules sénes-

centes sécretent des cytokines et chimiokines pouvant influencer le vieillissement et la surveillance

immune antitumorale. Certaines de ces molécules sécrétées par les cellules sénescentes (par

exemple les IGFBP (insulin-like growth factor binding protein) ou Iinterleukine [IL]-6) inter-

viennent directement dans la sénescence des cellules environnantes, amorgant une boucle vicieuse

participant au dysfonctionnement et au vieillissement tissulaires. A ’inverse, les cytokines (notam-

ment celles de la famille de interféron ou de I'IL-1) sécrétées par les cellules sénescentes sont a

I'origine d’une réponse inflammatoire et immune permettant I’élimination des cellules sénescentes.

’échappement a ce mécanisme de surveillance antitumoral permettrait le passage vers des stades

de transformation plus avancés.

études récentes de I’équipe de L. Zender
laissent présager que si I"objectif de
telles stratégies était de moduler les
capacités sécrétrices des cellules sénes-
centes, il ne faudrait pas qu’elles per-
turbent la réponse immunitaire dirigée
contre ces cellules sénescentes, ce qui
risquerait d’accroitre la survenue de cer-
taines tumeurs [2]. €n effet, plusieurs
modeles génétiques murins renforcent
maintenant I'idée que la sénescence, en
particulier la sénescence induite par les
oncogeénes (oncogene-induced senes-
cence ou 01S), est un mécanisme qui
bloque la prolifération anarchique des
cellules dont certaines voies oncogé-
niques sont activées de fagcon incontro-
lée. Les phénotypes sécrétoires de ces
cellules sénescentes constituent une
arme a double tranchant : certaines des
cytokines et chimiokines sécrétées par-
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ticipent a I’établissement et au main-
tien de la sénescence, alors que d’autres
induisent une réponse inflammatoire qui
permet d’éliminer de I"organisme ces
cellules prénéoplasiques. Ce mécanisme
de surveillance antitumoral fait appel,
au moins dans le cas des hépatocytes
activés par I'oncogene Ras - modeéle
utilisé par I’auteur - aux lymphocytes
T CD4 Thl et aux monocytes. l'abla-
tion de cette réponse immune permet
aux hépatocytes sénescents d’échap-
per a cette surveillance antitumorale,
conduisant in fine au développement
d’hépatocarcinomes cellulaires (HCC). Il
semble que ce mécanisme soit conservé
chez ’lhomme puisque chez les patients
immunodéprimés, par un traitement
immunosuppresseur apres une greffe
d’organes ou parce qu’ils sont infectés
par le VIH, le nombre d’hépatocytes

sénescents est augmenté et la préva-
lence d’HCC en réponse a une infection
par le virus de I’hépatite C est plus
élevée [2].

€n conclusion

L’ensemble de ces résultats expéri-
mentaux révele I'intérét potentiel de
stratégies visant a éliminer les cel-
lules sénescentes pour ralentir le
vieillissement, mais souligne la néces-
sité de mieux comprendre les méca-
nismes moléculaires mis en ceuvre pour
s'affranchir d’effets néfastes en termes
de développement tumoral. ¢

The Yin and the Yang of senescence:

is it possible to age without developing
cancer?
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TBX2, un nouvel acteur
de la sénescence cellulaire
induit par PML

Nadine Martin!, Anne Dejeanz, Oliver Bischof?

> La protéine PML (promyelocytic leu-
kemia protein) a été identifiée il y a 20
ans dans le produit de la translocation
t(15,17) causant la leucémie aigué
promyélocytaire [1, 2]. La protéine de
fusion PML-RARa (retinoic acid recep-
tor a) issue de cette translocation
bloque la différenciation des cellules
progénitrices hématopoiétiques. PML
fait partie, avec p53 et Rb (retino-
blastoma protein) notamment, de fac-
teurs suppresseurs de tumeur induisant
la sénescence cellulaire. Celle-ci est
caractérisée par un arrét permanent
du cycle cellulaire en réponse a divers
signaux tels que I’érosion des télo-
meéres ou ’activation d’oncogenes. €n
empéchant la prolifération illimitée
des cellules, la sénescence constitue
une puissante barriere antitumorale
() [3]. Depuis la découverte du réle
de PML dans la sénes- (L) yoir Particle
de J.M. Brondello
etal., page 2??

cence cellulaire en
2000, la compréhension e
des mécanismes impli- ¢ cenumére
qués dans sa fonction de suppresseur

de tumeur constitue un enjeu majeur.

PML, un suppresseur de tumeur

Le gene PML donne naissance, par épis-
sage alternatif de I’ARN, a au moins sept
isoformes de PML, désignées PML-I a
-VIl. Hormis PML-VII qui est cytoplas-
mique, toutes les isoformes de PML sont
nucléaires et se concentrent au sein
de petites structures appelées corps
nucléaires PML, détruites dans la leu-
cémie aigué promyélocytaire et dont
la fonction est encore mal définie. La
premiere preuve de I’action de sup-
presseur de tumeur de PML est venue de
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I"observation d’une augmentation de la
prolifération cellulaire et de la suscep-
tibilité aux tumeurs lors de son inactiva-
tion génétique chez la souris [4]. Deux
études ont ensuite montré que I"onco-
geéne Ras activé stimule 'expression de
PML et que celle-ci induit la sénescence
cellulaire dans les fibroblastes primaires
humains et murins [5, 6]. PML est requis
pour 'implémentation de la sénescence
par Ras [6].

Parmi les diverses isoformes de PML,
seule PML-IV induit la sénescence [7],
en mettant en jeu les suppresseurs de
tumeurs p53 et Rb. PML agit avec p53
au sein d’une boucle de régulation posi-
tive de la sénescence. PML promeut
d’une part Pactivité transcriptionelle
de p53 au sein d’un complexe trimérique
formé avec CBP (CREB-binding protein,
un coactivateur transcriptionnel) [6,
7]. D’autre part, le géne PML est lui-
méme activé par p53, agissant comme
médiateur de son action antiproliféra-
tive [8]. Concernant I'implication des
protéines Rb (Rb1/p105, RbL1/pl07 et
RbL2/p130), connues pour inhiber I'acti-
vité des facteurs de transcription €2F
il a été montré récemment que PML
recrute les complexes Rb/€2F au sein des
corps nucléaires, dans un environnement
riche en hétérochromatine. La répres-
sion des genes cibles d’€2F est requise
pour 'implémentation de la sénescence
par PML [9]. PML est considérée depuis
longtemps comme un facteur jouant un
role dans la régulation transcription-
nelle. Cependant, peu de genes cibles
directs de PML ont été identifiés et
son mode de fonctionnement dans ce
contexte est encore mal connu.

L Cell proliferation group, MRC clinical
sciences centre, faculty of medicine, Imperial
College, London W12 ONN, Royaume-Uni ;

2 Unité d’organisation nucléaire

et oncogenese, Inserm U993, Institut Pasteur,
28, rue du Docteur Roux,

75724 Paris Cedex 15, France.

obischof@pasteur.fr

PML inhibe le proto-oncogéne TBX2
Afin de mieux comprendre son action
dans la sénescence cellulaire, nous
avons souhaité caractériser I'impact de
PML sur 'expression des génes associés
a ce phénomene [10]. Nous avons pour
cela établi le profil transcriptionnel de
fibroblastes primaires humains soit en
phase proliférative, soit apres induction
de la sénescence via la surexpression de
PML-IV ou de I'oncogene Ras"!? (sénes-
cence prématurée) ou via leur culture
prolongée (sénescence réplicative). La
comparaison de ces transcriptomes a
permis de définir une liste de 262 genes
réprimés spécifiquement dans les trois
cas de sénescence, parmi lesquels figure
le gene TBX2 (T-box protein 2). TBX2
est un facteur de transcription dont
la surexpression provoque I’immortali-
sation des fibroblastes embryonnaires
murins en inhibant P'expression des
génes suppresseurs de tumeur p15’NK4b,
pleK4a p210P et p14ARF TBX2 coopére
de plus avec des oncogeénes dans la
transformation cellulaire et retarde
’entrée en sénescence des fibroblastes
primaires humains [11]. €n rapport avec
cette action, le géne TBX2 est fréquem-
ment surexprimé dans divers cancers
tels que le mélanome, le cancer du pou-
mon a petites cellules, celui du sein,
du pancréas, du foie et de la vessie
[12]. Du fait de son réle important dans
’oncogenése, nous nous sommes inté-
ressés plus particulierement a TBX2 dans
le contexte de la sénescence induite par
PML.

Nous avons tout d’abord établi que TBX2
est un gene cible direct de PML-IV (et
pas des autres isoformes PML). PML-IV



Prolifération
cellulaire

Sénescence
cellulaire

Figure 1. PML et TBX2 agissent au sein d’une boucle de régulation contrélant la sénescence cellulaire. £n conditions normales de prolifération cellulaire,

la chromatine au niveau du promoteur du gene TBX2 est transcriptionnellement active (représentée par la modification H3K4me3, triméthylation de la

lysine 4 de I'histone 3) et TBX2 est fortement exprimée. Par interaction protéique directe, TBX2 séquestre PML loin de son promoteur et de celui de ses

autres genes cibles et inhibe ainsi I’action prosénescente de PML. Ce mécanisme, associé en situation pathologique a "amplification du géne TBX2 [11]

et & la réduction de I'abondance de la protéine PML [13], favorise la tumorigenése. €n réponse & I’activation de facteurs tels que I’oncogéne Ras

V12

ou pb3, "expression de PML augmente progressivement. La protéine PML s’associe au promoteur du gene TBX2 en conjonction avec les facteurs p130/

€2F4 et induit I’établissement d’un environnement chromatinien inactif (représenté par la modification H3K27me3, triméthylation de la lysine 27 de

I’histone 3). Ceci entraine la répression puis I'extinction de I"expression de TBX2 et la mise en place de la sénescence cellulaire.

réprime TBX2 spécifiquement lors de la
sénescence et non lors de la proliféra-
tion ou de la quiescence des cellules.
TBX2 est également un géne cible d’€2F.
Le recrutement au niveau du promoteur
TBX2 de PML-IV, qui ne possede pas de
domaine de liaison a I’ADN, requiert son
interaction avec un complexe p130/€2F4
fonctionnel, qui crée un environnement
de chromatine transcriptionnellement
inactive au niveau du promoteur. Linté-
grité des corps nucléaires PML n’est pas
requise pour I'inhibition de I'expression
de TBX2 et Iinduction de la sénescence
par PML-1V, mais elle favorise son asso-
ciation au promoteur TBX2. Nous avons
de plus observé que PML contribue a
I’inhibition de I’expression de TBX2 lors
de I"établissement de la sénescence
par I'oncogéne Ras'!?. Les fibroblastes
embryonnaires murins PML™~ présentent
un niveau constitutivement élevé de

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

TBX2, reflétant leur résistance a I’entrée
en sénescence précédemment décrite
[5]. La diminution de I'expression de
TBX2 dans les fibroblastes primaires
humains est suffisante pour induire
I’entrée des cellules en sénescence.

Une boucle de régulation

Nous avons ensuite testé si la protéine
TBX2, de méme qu’elle est capable de
retarder la sénescence réplicative [11],
a un impact sur la sénescence induite
par PML-IV. En effet, la surexpression
de TBX2 concomitante a celle de PML-IV
abroge I'entrée des cellules en sénes-
cence. TBX2 entraine une diminution de
I’association de PML-1V au promoteur de
TBX2 et de CDC6 (cell division cycle 6)
et une augmentation de la transcription
de ces genes et de celle d’autres genes
cibles d’€2F réprimés par PML (BUBI,
ORC6L, USPI, ASF1B, BRCAI, NEK2, CDC2

et CCN2AY). Cet antagonisme exercé par
TBX2 est dépendant de son domaine RD1
(repression domain 1), décrit comme un
module d’interaction protéine-protéine.
Nous avons montré que la protéine TBX2
est capable de se lier a la protéine PML-
IV endogene et que son domaine RD1 est
le principal médiateur de cette asso-
ciation. Ceci suggere que TBX2 interfere
avec I'activité prosénescente de PML-IV
par une interaction directe.

Notre étude a ainsi mis en lumiére un
nouveau gene cible direct de PML mis
en jeu dans son action de suppresseur
de tumeur et une boucle de régulation
dans laquelle PML et TBX2 interagissent

1 BUBI : sérine/thréonine protein kinase ; ORC6L : origin
recognition complex, subunit 6 like ; USPI : ubiquitin specific
peptidase 1 ; ASFIB : anti-silencing function 1 homolog B
(S. cerevisiae) ; BRCAI : breast cancer 1 ; NEK2 : never in
mitosis gene a-related kinase 2 ; CDC2 : cell cycle controlling
gene 2, code pour Cdk1 une sérine/thréonine kinase ; CCN2A :
connective tissue growth factor.
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pour contréler I'induction de la sénes-
cence cellulaire (Figure 1). La relation
fonctionnelle entre TBX2 et PML dépend
de leur abondance respective - inverse-
ment corrélées - et du contexte cellu-
laire. Un niveau élevé de TBX2 inhibe la
fonction prosénescente de la protéine
PML-IV en la séquestrant par interac-
tion directe et en I’éloignant ainsi des
promoteurs de ses génes cibles. Inver-
sement, une augmentation du niveau de
PML entraine la répression de I’expres-
sion de TBX2. Dans le contexte de la
sénescence, il est probable que d’autres
facteurs que 'oncogéne Ras et p53 [5,
6, 81, qui restent a découvrir, activent
I’expression de PML. Dans le cas du
cancer, il a été montré que la fonction
de PML est fréquemment supprimée.
Cette inhibition a lieu au niveau post-
traductionnel : en effet, dans de nom-
breux cancers d’origines histologiques
diverses, I'abondance de la protéine PML
est fortement réduite alors que celle de
son ARNm reste intacte [13]. Le ciblage

de PML vers la voie de dégradation fait
ainsi pencher la balance vers une pro-
lifération cellulaire illimitée. Il est fort
probable que, hormis I"antagonisme de
TBX2 rapporté ici, d’autres mécanismes
suppriment I’action de la protéine PML
et contribuent ainsi a la tumorigenése. ¢
A new player in PML-mediated cellular
senescence: TBX2 gets into the loop
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Role des facteurs

de transcription FoxO
dans la maintenance
des cellules souches

Pauline Rimmelé!, Xin Zhang?, Saghi Ghaffari

> Les avancées scientifiques dans le
domaine des cellules souches ont favo-
risé les thérapies cellulaires visant a
restaurer les fonctions d’un tissu ou
d’un organe altérées par une pathologie
ou par le vieillissement. Le remarquable
potentiel thérapeutique des cellules
souches est attribué a leurs deux pro-
priétés majeures : I'autorenouvellement,
qui désigne la capacité a se multiplier en
donnant de nouvelles cellules souches, et
la pluripotence, qui désigne la capacité a
se différencier en tout type cellulaire
d’un organisme. Ces derniéres années,
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de nombreux acteurs moléculaires gou-
vernant la destinée des cellules souches
ont été identifiés et nourrissent "espoir
d’une médecine régénérative. Parmi eux,
les facteurs de transcription Fox0 se sont
imposés comme des molécules critiques
pour le maintien des propriétés des cel-
lules souches.

Comprendre la maintenance

des cellules souches,

clé d’une perspective thérapeutique ?
Les cellules souches embryonnaires,
dérivées de la masse cellulaire interne

d’embryons au stade blastocyste, et
les cellules souches adultes, résidant
dans la majorité des organes ou tissus
adultes, constituent les deux grands
types de cellules souches. Les cellules
souches embryonnaires, pluripotentes,
sont capables de se différencier en trois
feuillets embryonnaires : endoderme,
mésoderme et ectoderme, et d’engen-
drer tous les tissus de I'organisme
adulte. Pour des raisons scientifiques
et éthiques, I'utilisation des cellules
souches embryonnaires humaines (CSEh)
est limitée. €n revanche, les avancées



dans Iidentification de régulateurs
essentiels a leur pluripotence ont été a
la base des stratégies de reprogramma-
tion des cellules somatiques en cellules
souches pluripotentes (iPS, induced
pluripotent stem cells) [1, 2] et ont
permis d’approfondir la compréhension
de ce processus de reprogrammation,
approche qui pourrait révolutionner la
thérapie cellulaire.

Méme si elles n"ont pas un potentiel de
différenciation aussi vaste que celui
des cellules souches embryonnaires, les
cellules souches adultes sont capables
de générer un (unipotence) ou plu-
sieurs (multipotence) lignages et de
s’autorenouveler. Elles sont spécifiques
des organes dans lesquels elles résident,
et leur potentiel de différenciation est
généralement limité aux cellules qui
composent le tissu. €lles sont localisées
dans un microenvironnement spécialisé
appelé « niche » [20], qui contrdle
leur prolifération, leur migration et leur
différenciation. La majorité des cellules

souches adultes sont maintenues dans
un état quiescent que caractérisent
une activité métabolique et des besoins
en facteurs de croissance réduits. Bien
que ce processus ne soit pas clairement
compris, il a été postulé que la quies-
cence protege les cellules souches de
potentielles agressions qui les endom-
mageraient et leur permet de remplir
leurs fonctions tout au long de la vie.
Cependant, cette hypothese ne semble
pas toujours vérifiée. En revanche, il est
clairement établi qu’une balance fine-
ment régulée entre quiescence et pro-
gression dans le cycle cellulaire assure
le maintien du pool de cellules souches
et une production adéquate des lignages
différenciés. Une rupture de cet équilibre
peut favoriser 'occurrence de maladies
dégénératives et de processus tumo-
raux, tels qu’on les observe au cours du
vieillissement. Ainsi, I’élucidation des
mécanismes contrdlant la maintenance
des cellules souches constitue t-elle
une question fascinante qui ne peut que

favoriser I’exploitation de leur potentiel
thérapeutique.

Les multiples fonctions des Fox0 dans
les cellules souches

Remarquablement conservée au cours de
I’évolution, la famille Fox0 (Forkhead
box O protein) qui comprend Fox01,
Fox03, Fox04, ubiquitaires, et Fox06, spé-
cifique des tissus neuronaux, a émergé
ces vingt derniéres années comme un
acteur clé de la régulation de processus
biologiques fondamentaux et variés. Les
protéines Fox0 ont été particulierement
étudiées pour leur réle pivot dans la
signalisation de I'insuline et des facteurs
de croissance. Cibles majeures de la voie
de signalisation PI3-kinase/AKT impli-
quée dans la régulation de la longévité
(=) [21], elles traduisent la réponse aux

stimulus environ-
(=) Voir Particle

nementaux, stress
’ de A. Brunet, page ???

oxydatif ou fac-
teurs de croissance

de ce numéro

par exemple, en programmes d’expres-
sion de génes spécifiques. Elles

0CT4

Figure 1. Fox01 et la régulation de la pluripotence. Le trio de facteurs de transcription 0CT4, NANOG et SOX2
constitue la base du réseau transcriptionnel qui maintient la pluripotence et I"autorenouvellement des CSE.
Ces facteurs forment une boucle régulatrice controlant leur propre expression. Fox01 a été identifié comme
un nouveau membre de ce réseau : il contrdle directement "expression des geénes pluripotents 0CT4 et SOX2,

occupant et activant leurs promoteurs respectifs. Le mécanisme de régulation de Fox01 dans les CSE n’est

pas clairement défini mais ne semble pas dépendre uniquement de la voie PI3K/AKT.
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|, Autorenouvellement
et pluripotence

contrdlent ainsi la durée de vie
d’un organisme et exercent un
role suppresseur de tumeurs.
Plus récemment, les Fox0 ont été
identifiées comme des régula-
teurs clés de la destinée des cel-
lules souches embryonnaires et
adultes. Cette fonction majeure
semble liée a leur capacité de
contrdler des processus cellu-
laires divers et opposés : proli-
fération, différenciation, répa-
ration des dommages de I’ADN,
résistance au stress oxydatif,
métabolisme énergétique et
apoptose [3, 4].

Fox01, nouvel acteur clé

de la pluripotence des cellules
souches embryonnaires

Le maintien de la pluripotence
des CSE est assurée par une
boucle régulatrice formée par
0CT4, NANOG et SOX2, trois
facteurs de transcription qui
non seulement contrdlent leur
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propre expression, mais aussi activent
des genes gouvernant la pluripotence
et répriment des genes requis pour la
différenciation cellulaire [5]. Dans ce
contexte, nous avons identifié récem-
ment un nouveau composant du réseau
transcriptionnel des CSE : Fox01 [6]
(Figure 1). Nous montrons que Fox0l
est fortement exprimée dans les CSEh
et dans les cellules €S murines (CSEm)
indifférenciées et que son expression
diminue au cours de la différenciation
(Figure 2). Afin de déterminer le rdle de
Fox0l dans la pluripotence des CSEh,
nous avons invalidé ce facteur dans une
lignée de CSEh via des shARN induc-
tibles par la doxycycline. La diminution
d’expression de FoxOl dans les CS€Eh
induit une perte de la morphologie et
des marqueurs caractéristiques de cel-
lules pluripotentes et une augmentation
de I’expression des marqueurs spéci-
fiques de 'endoderme et du mésoderme.
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Le phénotype initial pluripotent est
restauré par la surexpression immédiate
d’une forme de Fox01 (non reconnue par
les shARN) dans les CSEh préalablement
traitées par la doxycycline, démontrant
la spécificité des shARN anti-Fox01 et le
role majeur de Fox0O1 dans la régulation
de la pluripotence des CS€h. Compte
tenu de la multiplicité fonctionnelle
des protéines Fox0, nous avions envi-
sagé qu’une altération des fonctions
cellulaires des CSEh (prolifération, cycle
cellulaire, apoptose ou statut redox)
pouvait étre responsable de la diffé-
renciation de ces cellules, induite en
I’absence de Fox01l. Toutefois, aucun de
ces processus biologiques n’est modifié
dans les CSEh exposées a la doxycycline.
€n revanche, des expériences d’immu-
noprécipitation de la chromatine, de
gels retard et de tests luciférase ont
montré que FoxOl contréle directement
Iexpression des génes pluripotents

0CT4 et SOX2, en occupant et activant
leurs promoteurs respectifs (Figure 1).
Notre étude met également en évidence
quelques différences phénotypiques
entre CS€h et CSEm pouvant refléter la
différence temporelle entre les stades
de développement embryonnaires chez
la souris et chez ’homme [7]. Dans
les CSEm, Fox01 et 3 sont toutes deux
capables de réguler I'expression de
genes pluripotents tandis que dans les
CSEh, la surexpression de Fox03 n’induit
pas I’expression des facteurs de pluripo-
tence. De plus, les genes du développe-
ment, qui sont activés par la diminution
d’expression de Fox01 ou 3, different
entre CSE humaines et murines. Ces
observations excluent une redondance
des fonctions des FoxO et révélent le
role spécifique de Fox01 dans la régula-
tion de la pluripotence des CSEh. €tant
donné que I'expression de Fox0l semble
étre régulée par 0CT4 [5], ces résultats
suggerent que Fox0Ol est un membre &
part entiere du réseau de pluripotence
des cellules €S. De fagon intéressante,
des données non publiées de notre labo-
ratoire suggerent que Fox03 intervient
dans la différenciation des CSE (Zhang
and Ghaffari, données personnelles).
Notre hypothese de travail stipule
qu’une interaction fonctionnelle entre
Fox01 et 3 pourrait assurer I’équilibre
entre pluripotence versus différencia-
tion dans les CSEh.

Cette nouvelle fonction des Fox0 ne
semble pas limitée a un seul membre
de la famille Forkhead. En effet, le role
de FOXP1 dans I’activation de plusieurs
genes pluripotents dont 0CT4 et NANOG,
a été caractérisé récemment dans les
CS€ [8], confortant le rdle fonctionnel
essentiel des Forkhead dans la mainte-
nance des CSE.

Les CSE€ sont capables de proliférer
in vitro de maniere illimitée tout en
conservant leur pluripotence, un proces-
sus encore mal compris. Fox01 pourrait
coordonner la pluripotence et la régu-
lation du cycle cellulaire des CSE. Nous
pouvons également supposer que son
role dans le métabolisme, la longévité
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Figure 3. La diversité des réles des Fox0. A. Dans les cellules souches embryonnaires (CSE)

humaines, I'expression de Fox01 est nucléaire tandis que celle de Fox03 est cytoplasmique.

Dans les cellules souches hématopoiétiques (CSH), Fox03 est localisée dans le noyau tandis que

Fox01 est majoritairement cytoplasmique. Ces données suggerent des mécanismes de régulation

distincts au sein des Fox0. B. Lactivité transcriptionnelle et la stabilité des Fox0 sont régulées

négativement par la kinase AKT qui, activée, phosphoryle ces facteurs de transcription. Dans les

progéniteurs hématopoiétiques, nous montrons que Fox03 régule le niveau de stress oxydant en

inhibant la voie de signalisation AKT/mTOR. C. Schéma des modifications qui contrélent I'acti-

vité de Fox0 (en amont) et les fonctions de Fox0 (en aval). De facon générale, des mécanismes

impliquant des modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, I"acétylation,

I’ubiquitination ou des modifications d’oxydoréduction ont été identifiés.

ou la réponse aux dommages de I’ADN,
influence la pluripotence des CSE. Ainsi,
la fonction de Fox01 dans la régulation
de la pluripotence peut étre exploitée
pour faciliter ou améliorer la repro-
grammation des cellules somatiques en
cellules souches embryonnaires.

Fox03, régulateur essentiel

de la quiescence

des cellules souches adultes

Les cellules souches hématopoiétiques
(CSH) représentent une petite popula-
tion cellulaire localisée dans la moelle
osseuse et responsable de la production
de toutes les lignées sanguines. Nos tra-
vaux ainsi que ceux d’autres groupes ont
démontré un role spécifique de Fox03

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

dans la régulation du pool des CSH.
Linvalidation simple de Fox03 (Fox03K0)
chez la souris mime quasiment le phéno-
type observé dans les souris invalidées
pour les trois protéines Fox0l, Fox03 et
Fox04 [9-12]. Chez les souris Fox03KO0,
le compartiment des CSH est diminué
et la quiescence des CSH abolie. Fox03
préserve le pool des CSH en contrdlant
le cycle cellulaire et le niveau du stress
oxydant. De fagon intéressante, nous
démontrons que Fox03 régule aussi la
voie de réponse au stress oxydant dans
les progéniteurs myéloides, en empé-
chant leur expansion via I’inhibition
de la voie de signalisation AKT/mTOR
(target of rapamycine) [12] (Figure 3).
Un réle de Fox03 dans la maintenance

des progéniteurs érythroides a aussi
été identifié (Figure 2). Au-dela du sys-
teme hématopoiétique, Fox03 inter-
vient dans d’autres populations de cel-
lules souches : I'invalidation de Fox03
induit un défaut du pool des cellules
souches neurales adultes, diminue leur
autorenouvellement et leur capacité a
se différencier en lignages neuronaux
spécifiques [14, 15] (Figure 2).

Régulation des Fox0

dans les cellules souches

U'action des Fox0 est gouvernée a plu-
sieurs niveaux. €n réponse a I’insuline ou
aux facteurs de croissance, la kinase AKT,
activée, phosphoryle les FoxO nucléaires
et relaie leur translocation dans le cyto-
plasme ou elle les séquestre, bloquant
leur activité nucléaire. A I’inverse, en
conditions de stress, AKT est inactive et
les protéines FoxQ migrent dans le noyau
ol elles exercent leur activité transcrip-
tionnelle. L'activité transcriptionnelle
et la stabilité des FoxO sont également
finement régulées par d’autres modifi-
cations post-traductionnelles telles que
acétylation, méthylation, ubiquitination,
ou oxydoréductions [3, 4, 16] (Figure 3).
€n étudiant le contrdle de I'activité des
Fox0 dans les CSEh, nous montrons que
I’expression de Fox03 est principalement
cytoplasmique et celle de FoxO1 nucléaire
(Figure 3). Or, dans les CSEh, la voie
PI3K/AKT est activée en réponse a une
stimulation par le bFGF (basic fibroblast
growth factor), ce qui entraine la phos-
phorylation de Fox01 par AKT. Cependant,
Fox0l n’est pas exportée du noyau dans
ces conditions, suggérant que dans ces
cellules, I’action inhibitrice habituelle de
AKT sur FoxOl est bloquée par d’autres
voies de régulation ou des modifications
post-traductionnelles (Figures 1 et 3).
Dans les cellules souches adultes (CSH
et cellules souches neurales), c’est Fox03
qui est exprimée majoritairement dans
le noyau alors que AKT est phosphorylée
[10, 17] (Rimmelé and Ghaffari, don-
nées personnelles). |l est donc probable
que plusieurs niveaux de régulation des
Fox0 existent et que des mécanismes de
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régulation distincts pour Fox01, 3 et 4
existent dans une méme cellule [4].
Ainsi, les protéines FoxO ont été identi-
fiées comme des régulateurs clés de la
destinée des cellules souches embryon-
naires et adultes. Cette dualité de fonc-
tion suggere que I’autorenouvellement
des CSE et des cellules souches adultes
est régulé par certains mécanismes
communs, comme cela a été mis en
évidence en caractérisant la fonction de
IFX (zinc finger protein, X-linked) [18].
Outre leur capacité a contrdler la main-
tenance des cellules souches normales,
les FoxO (Fox03) influenceraient aussi
celle des cellules souches leucémiques.
La complexité fonctionnelle des Fox0 est
finement orchestrée via la régulation
de I'activité des différents membres de
la famille. Les enjeux actuels sont de
comprendre les mécanismes de régula-
tion des FoxO afin d’approfondir notre
compréhension du comportement des
cellules souches et d’envisager de nou-
velles thérapies basées sur la modu-
lation de I'activité des Fox0 dans des
modeéles pathologiques [19].

Fox0 proteins in the control

of stem cells
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NOUVELLE

Le récepteur d’aryl

d’hydrocarbone, lien

moléculaire entre alimentation

et immuniteé

Cédric Vonarbourg

> Depuis quelques années, la recherche
sur le systéme immunitaire des
muqueuses intestinales connait un vif
regain d’intérét. Longtemps, les immu-
nologistes ont cherché a résoudre le
mécanisme de la reconnaissance par
le systeme immunitaire du «soi », par
définition inoffensif, et du « non-soi »,
pathogeéne. Depuis peu, ils s’attachent

Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene,

Uniklinik Freiburg, Hermann-Herder-Strasse 11,
D-79102 Freiburg, Allemagne.
cedric.vonarbourg@uniklinik-freiburg.de

a comprendre comment cette recon-
naissance est controlée dans I'intestin.
Chaque jour en effet, les cellules immu-
nitaires intestinales entrent en contact
avec, et reconnaissent, une myriade de
molécules issues de I"alimentation et
de la flore microbienne, sans qu’au-
cune inflammation ne soit détectée.
Ceci implique la coévolution, au cours

Figure 1. L’absence de AhR induit un changement profond de I’homéostasie intestinale. Dans
P’intestin, les lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) ainsi que les RORyt*ILC jouent un rdle primor-
dial dans le maintien de ’homéostasie. Lorsque le facteur de transcription AhR est génétique-
ment invalidé, le nombre de RORYt*ILC et IEL chute entrainant "absence de formation de tissus
lymphoides tels que les cryptopatches (CP) et les follicules lymphoides isolés (FLI). I'IL-22 est
une cytokine secrétée par les cellules RORyt*ILC et IEL. Cette cytokine est importante pour la
modulation des réponses des tissus a I'état stationnaire ou lors d’épisodes inflammatoires.
Dans les tissus intestinaux, I'IL-22 induit dans les cellules cibles la sécrétion de peptides anti-
microbiens (PA) et de protéines impliquées dans la formation de mucus. €lle protége également
ces cellules contre I’apoptose et stimule leur prolifération protégeant ainsi les tissus. Lors d’un
défaut en AhR, le microbiome serait également modifié, avec une augmentation de la population
bactérienne et une sensibilité accrue aux infections pathogenes.

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012
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des millénaires, de la flore bactérienne
indigene et des cellules de I’hote, en
particulier des cellules immunitaires,
vers un mutualisme commun au sein de
I’intestin. Ce processus est d’autant plus
important que tout déséquilibre dans ce
mutualisme est associé a la survenue
d’infections, de maladies chroniques
inflammatoires et de cancers [1].

Immunité intestinale :

le role des cellules inductrices de tissus
lymphoides et des cellules NKR*RORYt*
Le systéme immunitaire intestinal est
constitué de cellules immunitaires dont
une partie est regroupée dans des tissus
lymphoides et I'autre dispersée dans
Pintestin lui-méme (Figure 1).

Les ganglions lymphatiques mésenté-
riques - qui drainent I'intestin - et les
plaques de Peyer sont des tissus lym-
phoides dont la spécification intervient
durant I’embryogenese. Leur formation
est induite par les cellules inductrices
de tissus lymphoides ou LTi (lymphoid
tissue inducer cells) (Figures 1 et 2).
Ces cellules ne possedent aucun des
marqueurs cellulaires habituellement
associés a une lignée cellulaire donnée
(par exemple, lymphocytes T ou B, cel-
lules myéloides), mais elles expriment
le facteur de transcription RORyt [2].
Apres la naissance, les LTi se regroupent
dans la lamina propria en follicules
appelés cryptopatches (CP) puis avec le
temps, évoluent en follicules lymphoides
isolés (FLI) dans lesquels des lympho-
cytes B sont recrutés, conséquence de
la colonisation de I'intestin par la flore
bactérienne (Figures 1 et 2) [2]. Nous
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Figure 2. Dépendance des LTi et IEL aux agonistes de AhR au cours du temps. Au cours de ’embryo-

genese, les cellules inductrices de tissus lymphoides (LTi) induisent le développement des gan-

glions lymphatiques (GL) et des plaques de Peyer (PP). Cette étape est indépendante de la fonc-

tion du facteur de transcription AhR. Aprés la naissance, les LTi interviennent dans le développe-

ment des follicules lymphoides intestinaux. C’est au cours de cette période, avant que I'intestin

ne soit colonisé par la microflore bactérienne, que les agonistes de AhR ont un réle majeur sur

la survie et la prolifération des LTi, et par conséquence sur la formation normale des follicules

lymphoides intestinaux. De maniére intéressante, les IEL semblent étre sensibles a la présence

des agonistes a AhR sur la durée, indépendamment de la présence de la flore microbienne.

avons montré récemment que ces cel-
lules peuvent également se différencier
en cellules NKR*RORYt" en exprimant des
récepteurs normalement associés aux
cellules natural killer (NK) [3]. Les cel-
lules LTi et NKR*RORYt™ sont regroupées
sous le terme de cellules lymphoides
innées exprimant RORyt (RORyt*ILC :
RORYyt-expressing innate lymphoid cells)
(Figure 1). Une des fonctions clefs des
RORyt*ILC tient a leur capacité de sécré-
ter de Iinterleukine-22 (IL-22) qui est
un régulateur majeur de ’homéostasie
intestinale et protege contre les infec-
tions intestinales [4]. U'IL-22 induit
dans les cellules épithéliales la pro-
duction de peptides antimicrobiens et
I’expression de molécules impliquées
dans la réparation des tissus (Figure 1).
€n particulier, les RORYt"ILC ont démon-
tré leur importance dans la résistance
a l'infection par la bactérie Citrobacter
rodentium, qui est un modéle murin des
infections a Escherichia coli survenant
chez I'lhomme. L'IL-22 est également
impliquée dans la protection contre
plusieurs formes de colites [4].

Au sein de I’épithélium intestinal, plu-
sieurs types de lymphocytes ont été

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

décrits, majoritairement des lympho-
cytes T, de TCR Y3 ; ces lymphocytes
intraépithéliaux (IEL) jouent un rdle
important dans la protection de I’épi-
thélium contre les pathogeénes et la
maintenance des cellules épithéliales.

AhR et modulation du systeme
immunitaire intestinal

Le récepteur d’aryl d’hydrocarbone
(ABR : aryl hydrocarbon receptor) est
un facteur de transcription hautement
conservé. Au contraire de son rdle dans
la réponse aux toxines environnemen-
tales, largement décrit, son réle sur le
systeme immunitaire des muqueuses
n’est pas clairement défini.

AhR est exprimé dans de nombreux tis-
sus. Toutefois, son niveau d’expression
est relativement bas dans la majorité
des lymphocytes, et seuls les lympho-
cytes T Thl7 pro-inflammatoires ont
été décrits comme exprimant des taux
élevés de AhR, ce qui favorise leur diffé-
renciation et la sécrétion d’IL-22 [5, 6].
Depuis quelques années, notre labora-
toire s’attache a caractériser les cel-
lules RORYt*ILC intestinales. Nous avons
remarqué qu’elles expriment également

un niveau élevé de AhR. Afin d’en com-
prendre I'importance, nous avons ana-
lysé des souris génétiquement invalidées
pour le géne AhR. Chez ces souris, le
nombre de RORYt*ILC est nettement
réduit et il n’y a pas de formation de
cryptopatches et de follicules lym-
phoides isolés [7]. La déplétion spéci-
fique de AhR dans les cellules exprimant
RORyt nous a permis de montrer que ce
facteur avait un effet intrinseque sur la
prolifération post-natale des cellules
RORyt*ILC, mais n’influencait pas leur
développement [7].

€n paralléle a nos travaux, une équipe
anglaise s’est aussi intéressée au role
de AhR dans les IEL. Le nombre d’IEL est
drastiquement diminué dans les souris
déficientes pour AhR [8], et, comme
nous I’avons décrit pour les cellules
RORyt*ILC, AhR agit sur les IEL bien qu’il
n’ait aucun role dans leur développe-
ment. Dans ces deux études, AhR semble
donc contrdler la survie des RORyt*ILC et
des IEL [7, 8].

L'analyse des altérations associées a
I’absence de AhR a révélé que les
RORyt*ILC, comme les lymphocytes Thl7
et les T ¥3, ne peuvent plus produire
d’IL-22 en quantité normale [6-8]. Il en
résulte une baisse de la production de
peptides antimicrobiens par I’épithé-
lium intestinal et, en conséquence, une
augmentation de la quantité de bacté-
ries dans Iintestin gréle (en particulier
des bactéries du genre des bacteroides)
(Figure 1) [8], ainsi qu’une sensibilité
accrue a I’infection par C. rodentium et
au développement d’une colite induite
par 'administration dans I’eau de bois-
son de sel de dextran sodium sulfate
(DSS) (un modeéle murin de colite) [7, 8].

Reconnaissance de composants
alimentaires par AhR

Compte tenu de I'importance de AhR
pour la survie des RORyt*ILC, il était
important de comprendre de quelle
maniere AhR était régulé et en quoi
ce facteur de transcription pouvait
intervenir dans la survie de ces cel-
lules. Les molécules agonistes de AhR



appartiennent a une famille diversifiée
de ligands qui inclut des toxines envi-
ronnementales telles que la dioxine,
mais aussi des molécules endogenes
et alimentaires (par exemple, les fla-
vonoides, les glucosinolates). Dans
un environnement stérile, les souris
sans flore bactérienne présentent
un nombre normal de cryptopatches,
arguant contre le r6le des agonistes de
AhR d’origine bactérienne dans cette
formation. €n revanche, la nourriture
des souris est une source d’agonistes :
composée essentiellement de graines,
elle contient des concentrations éle-
vées de molécules phytochimiques
telles que les polyphénols et les gluco-
sinolates contenus également dans les
l[égumes de la famille des Brassicacées
(par exemple, le brocoli, les choux de
Bruxelles) [7]. Or, nous avons observé
que lorsque des souris sont soumises
a un régime pauvre en molécules phy-
tochimiques deés leur naissance, leur
phénotype est le méme que celui des
souris ayant un défaut de AhR. La for-
mation des follicules lymphoides y est
retardée par un faible nombre de cel-
lules RORyt*ILC. Ce régime n’a tou-
tefois aucun effet sur les follicules
lymphoides si ils sont déja formés. €n
effet, le role de AhR sur les RORyt*ILC
ne semble s’exercer que dans une
fenétre temporelle restreinte, allant
de la naissance jusqu’a la colonisation
de I’intestin par les bactéries (deux
a trois semaines aprés la naissance),
au moment ou le régime alimentaire
est déterminant car il n’y a pas encore
d’apport d’agonistes d’origine bac-
térienne. Par la suite, ces agonistes
d’origine bactérienne compensent cer-
tainement le manque d’agonistes de
AhR d’origine alimentaire (Figure 2).
De fait, lorsque le régime est supplé-
menté avec un agoniste de AhR avant la
colonisation bactérienne, le nombre de
RORYt'ILC et la formation des follicules
intestinaux sont restaurés [7].

Les génes cibles de AhR ne sont pas
completement connus. Cependant, nous
avons montré que Kit - le récepteur du
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SCF (stem cell factor) - qui est exprimé
sur les RORyt™ ILC, est une cible directe
de AhR et est probablement impliqué
dans le maintien du réservoir de cellules
RORyt*ILC. En effet, la voie de signa-
lisation Kit intervient dans la prolifé-
ration et la croissance cellulaires [7].
Toutefois, le (ou les) géne(s) régulé(s)
par ARR et impliqué(s) dans la survie
des lymphocytes intraépithéliaux reste
a définir.
Récemment un nouvel article a
confirmé nos résultats sur le role de
AhR dans les RORyt*ILC [9]. Létude
porte en particulier sur les cellules
NKR*RORyt", dont le nombre est trés
réduit chez les souris déficientes pour
AhR. Cependant, contre toute attente,
aucun lien n’a été identifié dans cette
étude entre le récepteur AhR dans ces
cellules et des composants alimen-
taires [9]. Nous proposons deux expli-
cations a ce résultat : premierement,
la nourriture utilisée dans cette étude
contient de I’huile de soja, qui contient
des agonistes de I’AhR. Deuxiémement,
le régime utilisé dans cette étude I'a
été chez des souris d’dge adulte. Or, si
les follicules lymphoides sont formés,
un régime pauvre en agonistes de AhR
n’a aucune conséquence.

Régulation de I’immunité intestinale
par la composante alimentaire

Pour la premiere fois, notre travail et
celui d’une autre équipe mettent en
lumiere I'importance de I'alimentation
pour le développement de tissus lym-
phoides et le maintien de I’homéos-
tasie intestinale [7, 8]. Notre étude
montre que les produits d’hydrolyse des
glucosinolates conduisent a I"expan-
sion postnatale des cellules RORYt'ILC,
requises pour la formation des folli-
cules lymphoides intestinaux et acteurs
importants de I’homéostasie intesti-
nale. Fait intéressant, les glucosino-
lates joueraient aussi un role important
dans 'immunité des plantes, suggérant
une fonction évolutive conservée dans
les voies de défense immunitaire [7],
comme le suggérent Anne-Ruxandra

Carvunis et Matija Dreze dans ce numéro
(=) [11]. Ainsi, les cellules RORyt*ILC
et IEL jouent un role () Voir page 222
majeur et complé-

mentaire dans I"homéostasie intesti-
nale et chacune de ces populations
est capable de répondre a la présence
d’agonistes de AhR dans I'alimentation.
Il reste cependant plusieurs questions
en suspens.

« La plupart des résultats obtenus ont
été générés dans les souris déficientes
pour AhR, dans lesquelles les fonctions
de RORYt'ILC et IEL sont toutes les deux
absentes. Il faudra donc déterminer la
part relative de ces populations dans
I"lhoméostasie intestinale. Les expé-
riences de déplétion spécifique de AhR
dans les cellules exprimant RORYt ou
RAG1 (recombination activating gene)
ciblent malheureusement a la fois les
lymphocytes T et les RORyt*ILC [7,
10]. Dans le modéle d’infection par
C. rodentium, nous avons toutefois pu
directement montrer le role essentiel
de AhR des RORyt*ILC car 'immunité
induite contre cette infection ne fait pas
intervenir les lymphocytes T qu’apres
plusieurs semaines d’infection [7].

« Les genes régulés par AhR pourraient
également étre différents suivant la
population cellulaire étudiée.

- De maniere intéressante, les régimes
pauvres en agonistes de AhR agissent
différemment sur les RORyt*ILC et les
IEL [7, 8]. La provenance, et donc la
nature, des aliments donnés aux souris
pourraient expliquer ces différences.

+ La recherche d’autres agonistes dans
I’alimentation est également impor-
tante. Leur nature modifie-t-elle
I’activité de AhR? Les génes transcrits
sont-ils alors différemment régulés ?
Le futur des traitements des maladies
inflammatoires intestinales se dessi-
nera certainement en fonction de notre
meilleure connaissance des agonistes de
AhR et de notre compréhension de leur
fonction sur "immunité intestinale. ¢
The Aryl hydrocarbon receptor,
molecular link between diet

and immunity
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MITF : une clé génétique
du mélanome et du carcinome

rénal ?

Corine Bertolottol?, Fabienne Lesueur®®,

3,5

Brigitte Bressac de Paillerets®*

> La transformation tumorale est la
conséquence d’altérations génétiques
et/ou épigénétiques de genes clés
(genes drivers) contrdlant des proces-
sus tels que la prolifération cellulaire,
I’apoptose, la sénescence et la réponse
aux dommages de I’ADN. Ces altérations
vont conduire a la synthese de protéines
activées et modifiées (pour les onco-
geénes) ou ayant une activité réduite,
voire nulle (pour les génes suppresseurs
de tumeurs ou les génes impliqués dans
la réparation de I’ADN). Les modifica-
tions de la stoechiométrie et du com-
portement biologique normal de ces
protéines au sein des cellules consti-
tuent une étape d’accélération de la
progression tumorale. A I’étape de I'ini-
tiation tumorale, I'altération génétique
peut étre constitutionnelle. Quant on
sait que le pronostic vital d’un patient
est étroitement lié a la précocité de
sa prise en charge, I'identification des
genes de prédisposition aux cancers
apparait d’une importance capitale pour
identifier et suivre les patients a risque.
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Identification d’une mutation

dans le gene MITF prédisposant

au mélanome et au cancer du rein
Facteurs de risque

de développer un mélanome

l'incidence du mélanome augmente
régulierement en France. €n 2011, ce
cancer était classé au 9° rang par sa
fréquence!. Paradoxalement, la mor-
talité reste stable, probablement en
raison de I’efficacité des mesures de
prévention et de dépistage précoce.
Ces mesures sont d’autant plus impor-
tantes qu’en cas de diagnostic tardif,
lorsque le cancer est au stade métas-
tatique, il n’existe pas ou peu de trai-
tements efficaces.

Les principaux facteurs de risque du
mélanome incluent : un nombre élevé
de navi, 'exposition solaire et la réac-
tion de la peau selon le phototype
(couleur de la peau) et des muta-
tions constitutionnelles ou germinales
des génes CDKN2A (cyclin-dependent
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kinase inhibitor 2A) et CDK4 (cyclin
dependent kinase4). Dans le contexte
de familles dont plusieurs sujets sont
atteints de mélanome cutané et dans
lesquelles une mutation germinale de
CDKN2A a été identifiée, les porteurs
de la mutation familiale ont un risque
d’environ 60 % de développer un méla-
nome au cours de leur vie [1]. Outre les
mutations rares dans les genes de pré-
disposition CDKN2A et CDK4 (dits génes
A effet fort ou génes a haut risque),
des polymorphismes nucléotidiques
ou SNP (single-nucleotide polymor-
phisms) fréquents (notamment dans
les génes MCIR [melanocortin receptor
11, ASIP [agouti signaling protein],
MTAP [methylthioadenosine phosphor-
ylasel, MATP [membrane-associated
transporter protein] et CASP8 [caspase
8]) ont également été associés a un
risque modéré a faible de développer la
tumeur. De plus, certains variants allé-
liques de MCIR modifient la pénétrance
des génes & haut risque [2].
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Figure 1. Les variants génétiques dans le mélanome. Fréquence allélique et importance de I'effet

génétique (adapté de Manolio et al.[14]).

Identification d’une mutation

germinale faux sens dans le géne MITF
Récemment, nous avons identifié par
séquencage une mutation germinale faux-
sens dans le gene MITF (microphthalmia-
associated transcription factor) qui est
associée a un risque accru de mélanome
chez les porteurs [3, 4]. MITF code pour
un facteur de transcription de la superfa-
mille MYC, de type hélice-boucle-hélice,
qui comporte des répétitions de leucines.
Il joue un role clé dans I’homéostasie
mélanocytaire et a été impliqué récem-
ment dans la pathogénie du mélanome.
MITF régule la transcription de génes
impliqués dans le contréle du cycle cellu-
laire, de la prolifération et de la migration
cellulaires. €n fonction de son niveau et
de ses modifications post-traduction-
nelles, MITF agirait comme un rhéostat
induisant différentes fonctions biolo-
giques [5]. Une amplification génique et
des mutations somatiques de MITF ont été
rapportées dans des échantillons tumo-
raux de mélanome [6, 7]. Pour la premiére
fois, nous démontrons la responsabilité
de MITF dans la susceptibilité au déve-
loppement d’un mélanome. En effet, nous
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avons identifié une mutation germinale
p.€318K qui, en changeant I'acide glu-
tamique en position 318 en lysine, altéere
un domaine trés conservé de la protéine.
Dans les populations étudiées (France,
Australie, Angleterre), la mutation est
retrouvée chez moins d’une personne sur
165. Cependant, elle est deux (Austra-
lie et Angleterre) a cing (France) fois
plus fréquente chez les sujets atteints
de mélanome (en particulier les sujets
avec une histoire familiale de mélanome
ou ayant eu des mélanomes primaires
multiples) que chez les témoins. Cette
mutation augmente au moins d’un fac-
teur deux (étude australienne sur 3 920
sujets) a cing (étude francaise sur 2 262
sujets) le risque de développer un méla-
nome. De plus, cette mutation ségrege
dans certaines familles dans lesquelles
surviennent des cas multiples de méla-
nome, mais pas dans toutes [3, 4]. Ces
observations indiquent que ce variant de
MITF est rarement retrouvé dans la popu-
lation générale et qu’il appartient a la
classe des variants génétiques conférant
un risque intermédiaire de développer la
maladie (Figure 1).

MITF : le premier facteur génétique
identifié commun au mélanome

et au cancer du rein

Des études épidémiologiques ont montré
que les patients atteints de mélanome ont
un risque accru de développer d’autres
types de tumeurs tel qu’un carcinome a
cellules rénales (CCR). Inversement, les
individus atteints d’un carcinome a cel-
lules rénales ont un risque significative-
ment plus élevé de développer un méla-
nome. Les facteurs de risque connus de
ce carcinome sont le tabagisme, I"obésité
et I"hypertension artérielle. Aucun des
facteurs de risque ou des facteurs géné-
tiques connus pour ces deux cancers ne
permettait d’expliquer le développement
d’un mélanome et d’un cancer du rein
chez le méme patient [8]. Bien que le rdle
de MITF dans la physiopathologie rénale
reste a déterminer, il a été montré qu’il
stimulait la transcription, entre autres,
du facteur HIF1A (hypoxia inducible fac-
tor) [16], une cible plus ou moins directe
de tous les genes de prédisposition au
cancer du rein, comme les genes suppres-
seurs de tumeur VHL (von Hippel Lindau),
FLCN (folliculin gene), FH (fumarate
hydratase), SDHB (succinate dehydroge-
nase complex subunits B), TSCI (tuberous
sclerosis complex) et TSC2 et I'oncogene
MET (codant pour I’hepatocyte growth
factor receptor). MITF contrdle également
directement la transcription de MET [9].
Il est donc trés intéressant de souli-
gner que la mutation germinale p.€318K
de MITF a également été détectée chez
une série de patients ayant développé
un carcinome a cellules rénales et un
mélanome malin cutané, ainsi que dans
une série clinique de patients a haut
risque de développer un carcinome a
cellules rénales mais qui ne présentaient
aucune des mutations germinales des
genes connus de prédisposition a ce can-
cer [3]. Une fois encore, la fréquence de
la mutation était significativement plus
élevée dans ces deux séries de patients
que dans la population générale. Notre
étude propose donc MITF comme étant
le premier facteur génétique commun au
mélanome et au cancer du rein.
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Figure 2. La mutation £€318K de MITF altererait la réponse au stress oxydant. Les rayonnements

ultraviolets et I’hypoxie, qui sont impliqués dans le développement du mélanome et du cancer du

rein respectivement, conduisent a la formation d’especes réactives de I'oxygene (ROS). Les ROS
stabilisent la désumoylase SENP3 (SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase 3) [15] et induisent la

transactivation de HIF1A. Dans le systeme mélanocytaire ot MITF régule HIF1A, la mutation €318K

de MITF, entrafnant son hyposumoylation, mimerait une stabilisation de SENP3 induisant de fagon

soutenue la transcription de HIFLA. Ainsi, MITF hyposumoylée pourrait empécher I’adaptation de

cellules au stress et induire la transformation cellulaire.

Régulation de la sumoylation

et cancer

La mutation faux-sens p.€318K de MITF
transforme la séquence IKQE en IKQK.
Cette séquence correspond a un site
consensus de sumoylation (WKXE ot ¥
représente un acide aminé hydrophobe).
La sumoylation est une modification
post-traductionnelle aboutissant a la
liaison covalente d’une ou plusieurs pro-
téines SUMO sur une lysine acceptrice.
Le processus de sumoylation est tres
proche biochimiquement de I'ubiqui-
tinylation et contrdle la localisation
cellulaire des protéines, leur stabilité
et leur activité transcriptionnelle. Les
protéines SUMO sont essentielles a la
fonction des cellules eucaryotes [10].
Une relation entre la dérégulation de
la voie de sumoylation et I"apparition
de maladies chez I’homme, telles que
les maladies neurodégénératives et les
maladies cardiaques a été proposée.
Ainsi, les protéines impliquées dans les
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maladies neurologiques telles que les
maladies de Huntington (huntingtin),
d’Alzheimer (tau, amyloid precursor pro-
tein) et de Parkinson (tau, o.-synucléine,
DJ-1), ainsi que dans les maladies car-
diaques (NKX2-5), présentent une alté-
ration de leur sumoylation. Des mutations
constitutionnelles de la lamine A, dans
des cas de cardiomyopathies dilatées,
altérent un site consensus de sumoy-
lation, ce qui entraine une diminution
significative de la liaison de protéines
SUMO. Cette réduction de sumoylation
s’accompagne d’une modification de la
localisation cellulaire de la lamine A, un
changement de morphologie nucléaire
aboutissant a une mort cellulaire [11].
La sumoylation joue également un role
dans la cancérogenése. Le niveau d’ex-
pression des enzymes SUMO, UBCY (une €2
ubiquitin-conjugating enzyme) et PIAS3
(protein inhibitor of activated STAT, une
£3 SUMO-protein ligase) est augmenté
dans certains cancers et a été associé

a de mauvais pronostics cliniques. Une
surexpression des protéases SUMO (SENP)
est également observée dans les cancers.
De plus, plusieurs facteurs tels que p53,
pRb, BRCAL (breast cancer), dont les
activités sont dérégulées au cours de la
progression tumorale, sont des cibles de
la sumoylation [12].

Nos résultats récents apportent un nou-
vel éclairage sur le role essentiel de
la sumoylation dans le cancer [3, 4].
€n effet, la mutation €318K de MITF
abolit un site de conjugaison aux pro-
téines SUMO et altere drastiquement la
sumoylation de la protéine. U'analyse
de I’occupation du génome par la forme
sauvage et mutante de MITF a révélé
une régulation d’un ensemble de génes
distincts avec notamment un groupe de
régions fortement liées par le mutant.
Nos résultats renforcent donc la notion
que la sumoylation est impliquée dans
la répression génique. Enfin, "analyse
du transcriptome a révélé que la forme
hyposumoylée de MITF, qui favorise la
migration et I'invasion cellulaires, est
associée a des réponses cellulaires de
type prolifération, hypoxie et inflam-
mation. Les mécanismes moléculaires
par lesquels MITF agit dans la phase
d’initiation de la transformation restent
a déterminer, mais une des hypothéses
serait que la mutation €318K altére la
réponse des mélanocytes et des cellules
rénales au stress oxydant (Figure 2).

Conclusion

MITF appartient a la famille des facteurs
de transcription de type Microphthal-
mia (MiT) comprenant également TFE3
et TFEB (transcription factor €B), déja
impliqués dans des cancers, en parti-
culier celui du rein [13]. Notre étude
révele donc Iimplication d’un troisieme
membre de la famille MiT dans la tumo-
rigenése rénale (Tableau /).

Les données génétiques et fonction-
nelles démontrent que la substitution
faux sens €318K de MITF, présente a
I’état constitutionnel chez des patients
ayant développé un CCR et/ou un méla-
nome, confére un pouvoir oncogénique



Cancers

Carcinome

a cellules rénales

Mutation germinale
€318K

E87R, 4TA28, L135V , L142F, A/T (-3),

Mutations somatiques
(fusion de genes)

PRCC-TFE3 : t(X;1) (p11.2;q21)

Sarcomes

Mutations somatiques
(fusion de genes)
EWS-ATF1 t(12;22)(q13;q12)

Mutations somatiques
(fusion de genes)
ASPL-TFE3: t(X;17)(p11.2;25)

ASPSCRI-TFE3 : t(X;17)(p11.2;925)

CLTC-TFE3 : t(X;17) (p11.2;q23)

NONO-TFE3 : inv(X) (p11;q12)
PSF-TFE3 : t(X;1) (p11.2;p34)

Mutations somatiques

Mélanomes
Protéines

Mutation germinale

€318K

Mutations somatiques
MITF

G244R, D38ON

Amplification génomique 3pl4
TFE3
TFEB

(échange de promoteur)

Alpha : t(6;11)(p21.1;912)

Tableau I. Altérations des facteurs de transcription de la famille MiT (MITF, TFE3, TFEB) dans les cancers chez ’homme. Uactivité de MITF est déré-

gulée par mutations, amplification et fusion de génes. Des mutations somatiques dans différents domaines de MITF (7 % des mélanomes primaires

et 16 % des mélanomes métastatiques) ont été détectées. Certaines de ces mutations modifient I’activité transcriptionnelle du facteur MITF. Des

mutations germinales ont été identifiées dans environ 3 % des cas de mélanomes et/ou de carcinomes a cellules rénales (CCR) et 8 % des cas de

mélanomes plus CCR. Une amplification génomique de MITF a été identifiée dans 10 @ 20 % des cas de mélanome. La fusion entre EWS (Ewing sarcoma

breakpoint region 1) et ATF1 (activating transcription factor 1) conduit & une stimulation de I"expression de MITF. Uactivité de TFE3 est dérégulée

par fusion de genes et celle de TFEB par échange de promoteur.

au facteur de transcription. Une telle
co-occurence pourrait représenter un
nouveau syndrome tumoral. La mutation
€318K de MITF pourrait étre un évene-
ment initiateur de la transformation du
mélanocyte et de la cellule rénale.
Uidentification de la mutation de MITF
chez les sujets a risque pourrait per-
mettre aux individus de bénéficier d’une
surveillance accrue, ciblée sur la détec-
tion précoce de lésions potentiellement
dangereuses. Cette découverte ouvre
aussi des perspectives de chimiopré-
vention, notamment par l'utilisation
d’anti-oxydants. ¢

MITF : a genetic key to melanoma

and renal cell carcinoma?
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Découverte du premier

facteur létal de

Burkholderia pseudomallei, BLF1

Une avancée majeure pour contrer

la mélioidose

Guillaume Hautbergue

> La mélioidose est une infection bac-
térienne chronique souvent mortelle qui
sévit de maniere endémique en Asie du
sud et au nord de I’Australie, et de fagon
sporadique dans certains pays tropicaux.
Plusieurs millions de personnes sont
infectées a travers le monde. La maladie
est causée par la bactérie Burkholderia
pseudomallei [1], aussi appelée bacille
de Whitmore du nom de son découvreur
en 1911. Cette bactérie aérobie capsulée
a Gram négatif vit dans le sol et les eaux
de surface des régions d’endémie, et sous
une forme intracellulaire invasive dans le
cytoplasme des cellules hotes infectées.
Elle est majoritairement transmise via
des plaies au contact de I’environnement
contaminé, mais aussi par ingestion et
inhalation d’eau ou de matieres souil-
lées. Comme c’est le cas pour I"anthrax
et la peste, la forme inhalée est la plus
virulente, expliquant la prédominance
des déces lors des saisons de moussons
ol les tempétes cycloniques favorisent la
formation d’aérosols. Nombre d’enfants
travaillant le plus souvent nu-pieds dans
les rizieres sont infectés, et environ un
tiers de la population des zones d’endé-
mie est séropositive pour le pathogéne.

Caractéristiques pathogénes

La mélioidose est extrémement difficile
a diagnostiquer car les différents symp-
tomes miment ceux de la tuberculose,
de la fievre typhoide et de la malaria :
pneumonie et septicémie séveres, abces
cutanés purulents, abces intra-abdomi-
naux et lésions neurologiques. La bac-
térie présente jusqu’a sept morphotypes,
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chacun ayant un pouvoir pathogéne
spécifique, ce qui complique son iden-
tification!. La maladie est d’ailleurs
surnommée « la grande imitatrice ».
Une multi-antibiothérapie prolongée au
moins cing mois est disponible, mais
de nombreuses rechutes infectieuses
surviennent chez les survivants. Il n’y
a pas de vaccin [2]. Le bacille peut
causer une forme aigué de la mala-
die au cours des premieres semaines
d’incubation, tuant jusqu’a 40 % de ses
victimes malgré le traitement médical. A
I'inverse, il peut persister dormant dans
I’organisme humain pendant plusieurs
décennies. Entre 1965 et 1972, plus de
200 000 soldats américains engagés dans
le conflit vietnamien ont contracté la
forme latente du bacille, et de nombreux
vétérans restent aujourd’hui infectés
sans toutefois que la maladie se soit
manifestée cliniquement. La mélioidose
a donc aussi été surnommée « la bombe
a retardement du Viétnam ». Il en avait
été de méme pour des millions de sol-
dats d’autres nationalités exposés a la
bactérie au cours des guerres sinoja-
ponaises (1894-1945) et d’Indochine
(1946-1979).

Une arme de destruction massive
Le bacille responsable de la mélioidose
est un agent de guerre biologique

! « Le diagnostic repose sur la mise en évidence de I’agent
pathogéne identifié aprés culture [La culture nécessite
un laboratoire P3]. Les recherches par hémagglutination,
immunofluorescence directe, ELISA, fixation du complément
ou par PCR, peuvent étre utiles au diagnostic mais aussi aider
a préciser la prévalence de I’infection dans une population
donnée. » Frangois Trémoliéres, portail Orphanet.

potentiel qui pourrait €tre utilisé par
des terroristes puisqu’il prolifére faci-
lement [3] et résiste trés bien au froid
hors des régions tropicales. Il survit au
moins une décennie dans I'eau bidistil-
lée, et pourrait étre responsable d’une
contamination biologique a long terme
d’une population et d’un environnement
ciblés. Presque tous les animaux domes-
tiques ou sauvages, ainsi que certaines
plantes, sont sensibles au pathogéne.
Burkholderia mallei, le bacille apparenté
responsable de la morve des équidés
(une maladie contagieuse tres proche
de la mélioidose) fut le premier agent
de guerre biologique utilisé par les
allemands contre les alliés lors de la
Premiere Guerre mondiale (1914-1918)
afin d’infecter le bétail et ’homme [4].
Lunité 731 de I"armée impériale japo-
naise (1932-1945), dont les expérimen-
tations humaines létales sont notoires, a
infecté des prisonniers de guerre chinois
en contaminant leurs réserves d’eau
potable. Plus tard, les soviétiques ont
testé un programme d’épandages en
champs qui tua involontairement plu-
sieurs de leurs chercheurs. A la fin
des années 1970, ils auraient utilisé
ce bacille contre les moudjahidines au
cours de la guerre d’Afghanistan [5].

Caractérisation de la toxine BLF1

L'analyse du génome de Burkholderia
pseudomallei révéla I'acquisition par la
bactérie d’un grand nombre de genes
codant pour divers facteurs de survie
et diverses exotoxines impliquées dans
la nécrose des tissus [6], ce qui faisait
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Figure 1. Schéma d’une cellule humaine infectée par la forme invasive de la bactérie Burkholderia
pseudomallei (Bpm). Bpm sécrete de nombreux facteurs de virulence, dont la toxine BLF1 repré-
sentée par des triangles roses. Dans le noyau de la cellule héte, la transcription de I’ADN des
genes conduit a I'export nucléaire d’ARN messagers matures (ARNm) qui sont ensuite traduits
en protéines dans le cytoplasme. UARNm circularisé par un complexe riboprotéique d’initiation
comporte de nombreuses structures secondaires. Leur détection par I'activité hélicase du facteur
elF4A permet I’assemblage de ’ARNm avec des ribosomes actifs pour la synthese des protéines
(polymérisation d’acides aminés [aa] au niveau de la méthionine initiatrice [M]). La désami-
nation de la glutamine 339 du facteur elF4A par la toxine BLF1 (mutation Q339€ de la séquence
protéique) entrafne la perte de I’activité hélicase et la séquestration des ARNm et des sous-uni-
tés ribosomiques dans des complexes d’initiation figés. Une molécule de toxine peut inactiver 700

molécules elF4A par minute. La mort de la cellule est provoquée par I"arrét de synthese protéique

lorsque les ribosomes ont été inactivés.

conclure aux auteurs que cette bac-
térie est une adepte de 'adaptation.
€n 2007, 'analyse comparée des pro-
téomes de Burkholderia pseudomallei
et de espéce non pathogene, Burkhol-
deria thailandensis, a mis en évidence
14 protéines de fonction inconnue [7].
Nos travaux ont débuté avec I’étude des
protéines dont les séquences d’acides
aminés ne présentaient pas d’homologie
avec d’autres facteurs connus. Parmi
ces protéines, nous avons identifié pour
la premiere fois une toxine mortelle de
Burkholderia - de nom systématique
BPSL1549 -, et défini son mécanisme
d’action dans les cellules humaines [8].
Elle fut nommée Burkholderia lethal fac-
tor 1 (BLF1). Sa toxicité est trés grande

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

puisqu’une injection intrapéritonéale
de cent millioniémes de gramme suffit
a tuer une souris. Des concentrations
nanomolaires de cette toxine tuent éga-
lement des macrophages en culture,
ceux-ci I"absorbant non spécifiquement
par pinocytose. La structure tridimen-
sionnelle de BLF1 est quasi identique au
domaine glutaminase du facteur cyto-
toxique nécrosant de certaines bactéries
Escherichia coli pathogenes, suggérant
que BLF1 est une enzyme impliquée dans
la désamination de résidus glutamine
dans les protéines cibles.

Mécanisme d’action de BLF1
Dans des cultures de cellules humaines
par BLFI,

infectées |’expression

protéique de génes rapporteurs est
réduite, de méme que I’incorporation
d’un acide aminé radioactif au sein
de protéines néosynthétisées. La pro-
téine cible de BLF1 a été copurifiée de
fagon stoechiométrique avec la toxine :
il s’agit du facteur d’initiation de la
traduction eucaryote (elF4A) essen-
tiel & la biosynthése des protéines [8].
Lactivité de elF4A requiert I'assem-
blage de ribosomes pour permettre la
polymérisation des acides aminés en
protéines selon I'ordre défini par les
codons de I’ARN messager. Ce dernier
est souvent parcouru simultanément
par plusieurs autres ribosomes en phase
d’élongation, formant des structures
appelées polysomes. La sédimentation
analytique d’extraits de cultures cellu-
laires infectées a révélé une accumula-
tion de ribosomes associée a une forte
diminution de polysomes, montrant que
Iinhibition de la traduction résulte d’un
blocage de I’étape d’initiation. Plus pré-
cisément, la toxine modifie la glutamine
339 du facteur elF4A et lui substitue
un acide aspartique (mutation Q339€),
inactivant "activité ARN hélicase qui est
requise pour la dénaturation des struc-
tures secondaires de I’ARN messager au
cours de I'initiation de la traduction

(Figure 1).

Espoirs thérapeutiques nés

de cette découverte

La caractérisation de la base molé-
culaire de I’action de la toxine de la
mélioidose devrait permettre le déve-
loppement de molécules inhibant I'inte-
raction de la toxine avec elF4A pour le
traitement de la maladie. Le criblage de
plusieurs milliers de composés chimiques
altérant potentiellement cette inte-
raction ainsi que la détermination de
la structure de Pinterface elF4A:BLF1
sont actuellement privilégiés. Un autre
axe important de recherche consiste a
inactiver cette nouvelle toxine pour per-
mettre I’élaboration d’un vaccin qui n'a
pas encore été formulé malgré de tres
nombreux essais [2]. Une autre applica-
tion pourrait étre suggérée : on sait que
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plusieurs inhibiteurs de la traduction
sont également de bons agents antican-
céreux [9]. Or, le facteur mutant elF4A
0339€ résultant de P'action de la toxine
exerce une fonction de dominant négatif
extrémement toxique pour la synthése
protéique, ce qui entrafne la mort de
tous les types cellulaires immortalisés
testés. Il représente donc potentiel-
lement, avec la toxine BLF1, un nouvel
outil pour le traitement chimiothéra-
peutique ciblé de tumeurs. Beaucoup
d’efforts seront nécessaires avant que
ne soit mis au point un systeme fiable
de délivrance médicamenteux utilisant
la micro-injection de particules, la thé-
rapie génique sous contrdle d’un promo-
teur oncogene activé dans les cellules
tumorales ou I’injection d’anticorps
couplés reconnaissant les cellules can-

céreuses. D’autre part, 'activité de BLF1
est conservée dans les macrophages, et
ceux-ci pourraient servir ponctuelle-
ment & convoyer la protéine toxique vers
les tumeurs [10]. Un brevet a été déposé
pour les utilisations thérapeutiques de
mutants elF4A et de la toxine BLF1. ¢
Characterisation of Burkholderia
Lethal Factor 1 (BLF1). A breakthrough
against melioidosis
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A P’origine du muscle,
une histoire de baiser volé
dans le dermomyotome

Anne Rios, Christophe Marcelle

> Chez les vertébrés, les somites (struc-
tures mésodermiques transitoires) sont
a Porigine de tous les muscles sque-
lettiques du corps et des membres. La
structure originelle des somites se pré-
sente sous la forme d’une sphere épithé-
liale au centre de laquelle se situe une
cavité appelée somitocale. Quelques
heures apres sa formation, le somite pri-
mitif se compartimentalise selon un axe
dorsoventral : les cellules de la partie
ventrale du somite subissent alors une
transition épithéliomésenchymateuse
(TEM). Le mésenchyme qui en résulte est
appelé sclérotome. Il se différencie par
la suite en cartilage axial et en os (ver-
tebres et cdtes). Les cellules de la partie
dorsale du somite, restées épithéliales,
forment le dermomyotome. C’est un
compartiment transitoire a I"origine des
muscles squelettiques et du derme [1].
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Le muscle primitif (ou myotome) se
forme a partir du dermomyotome en
deux étapes.

Dans une premiere étape, les quatres
bordures du dermomyotome épithé-
lial générent le muscle primitif (appelé
myotome primaire), qui est constitué
de fibres musculaires mononucléées
et postmitotiques appelées myocytes.
Cette formation du myotome primaire
met en jeu les cellules de la lévre dor-
somédiale du dermomyotome (DML),
les plus proches du tube neural, qui
migrent sous le dermomyotome ol elles
débutent un programme de différen-
ciation myogénique et s’allongent selon
I’axe antéro-postérieur jusqu’aux bor-
dures de chaque somite [2, 3]. Puis les
cellules des bordures caudale, rostrale
et latérale accomplissent un processus
de délamination similaire et forment
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a leur tour des myocytes, complétant
ainsi la formation du myotome primaire.
La génération de myocytes a partir des
bordures du dermomyotome est un pro-
cessus qui se poursuit pendant plusieurs
jours, permettant ainsi le développe-
ment progressif du myotome.

Dans une deuxieme étape, qui se déroule
environ 36 heures apres la formation du
somite, la partie centrale du dermomyo-
tome subit une TEM rapide, au cours de
laquelle les cellules du dermomyotome
sont « parachutées » dans le myotome
primaire ou elles proliferent, ou bien se
différencient en myocytes. Nous avons
démontré que les cellules du dermo-
myotome constituent une population de
progéniteurs musculaires permettant la
croissance massive des muscles de I’em-
bryon. Les cellules souches musculaires
de 'adulte, appelées cellules satellites,



Superposition

Figure 1. Inmunomarquage de la partie postérieure d’un embryon de poulet a 2,5 jours de déve-

loppement. Immunomarquage du marqueur du dermomyotome Pax7 (en vert, A et C), du margeur

HNKI des crétes neurales (en bleu, B et C) and du marqueur de myogenése précoce MYF5 (en

rouge, B et C). Le marquage HNK1 débute au troisieme somite formé (somite 111), alors que le

marquage de MYF5 débute deux somites au-dela, au somite V. Nous pouvons observer en B et C la

proximité des crétes neurales et des somites, ainsi que la formation symétrique des myotomes de

part et d’autre du tube neural (marquage MYF5).

sont également issues de cette méme
population de progéniteurs musculaires
[4-6].

Nous nous sommes intéressés a la pre-
miere étape de formation des muscles,
qui démarre au niveau de la bordure
médiale du dermomyotome (DML). Dans
cette région, les cellules de la DML
peuvent s’orienter vers deux destins cel-
lulaires distincts : soit elles proliférent
pour maintenir la structure épithéliale de
la DML, soit elles sont transportées dans
le myotome pour y suivre un destin myo-
génique. Nous avons voulu comprendre
quels signaux régulent cette balance
entre prolifération et différenciation,
et identifier les facteurs biologiques
permettant ainsi de réguler la formation
progressive du myotome primaire.

Une activation transitoire de la voie

de signalisation Notch est nécessaire a
I’initiation de la myogenése
Limplication de la voie Notch dans les
choix cellulaires associés a de nombreux
paradigmes développementaux faisait

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

de cette voie un excellent candidat a
étudier. Au cours de notre travail, nous
avons démontré que les progéniteurs de
la DML activent la voie Notch de maniére
mosaique (11 % des cellules activent
la voie Notch) et que les cellules qui
activent cette voie adoptent un des-
tin myogénique. Linhibition spécifique
de la voie Notch arréte la myogenése.
Ceci constitue la premiere surprise de
cette étude car au regard de la litté-
rature importante, I'activation de la
voie Notch est généralement associée a
une inhibition de la myogenése [7-9].
Un autre résultat surprenant est que,
pour activer la myogeneése, les cellules
de la DML doivent certes activer la voie
Notch, mais de maniére transitoire. €n
effet, si I'activation de cette voie se
prolonge, la myogenése est bien induite
dans un premier temps, mais ensuite les
cellules reviennent « en arriére » a un
état indifférencié. Si on sait depuis long-
temps que les cellules des tissus recon-
naissent I’état activé ou non d’une voie
de signalisation, notre résultat démontre

pour la premiere fois qu’en outre, elles
peuvent interpréter I"aspect cinétique et
en particulier transitoire de I"activation
d’une voie de signalisation. Il serait
évidemment intéressant d’évaluer si
I’activation transitoire d’autres voies
de signalisation s’accompagne d’effets
nouveaux ou inattendus sur la diffé-
renciation cellulaire dans des contextes
cellulaires divers.

Les crétes neurales régulent

la myogenese dans les somites via

la voie de signalisation Notch

Afin de remonter a la source de ce signal
transitoire, nous nous sommes intéressés
aux crétes neurales. Cette population
provient de la partie dorsale du tube
neural et, aprés avoir subi une transi-
tion épithéliomésenchymateuse, migre
de part et d’autre du tube neural en
passant a proximité de la DML (Figure 1).
La différenciation des crétes neurales
est le résultat d’une combinatoire de
caractéristiques acquises avant leur émi-
gration du tube neural (telle Iidentité
de position conférée par le code Hox) et
des interactions avec leur environnement
[10]. Pour la premiere fois, nous avons
identifié les signaux tissulaires requis
pour la mise en place des muscles dans
le somite. Nous avons montré que la
déplétion des crétes neurales diminuait
de maniere drastique la myogenése. Via
un mécanisme tout a fait remarquable,
les crétes neurales exprimant la molécule
Deltal (un ligand des récepteurs Notch)
interagissent pendant leur migration
avec les cellules de la DML (qui expriment
le récepteur Notch). Cette interaction
entrafne I’activation temporaire de la
voie Notch dans les cellules de la DML
(Figure 2). Nous avons appelé ce nouveau
mécanisme de signalisation dynamique le
kiss and run (baiser volé).

Conclusion

Une des conclusions importantes de
notre travail est que les crétes neurales
ne se limitent pas a I'intégration de
signaux importants pour leur dévelop-
pement. Elles participent également
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Figure 2. Modéle représentant le mécanisme
de kiss and run entre des cellules de crétes
neurales et de la DML. Les cellules des crétes
neurales (en violet) exercent une signalisation
Deltal. On observe en C, D et € une cellule
des crétes neurales (fleche rouge) en contact
physique avec une cellule épithéliale de la
lévre dorsomédiale du dermomyotome (DML,
en vert). Aprés cette interaction directe, la
voie Notch est activée dans la cellule de la DML
(de couleur différente et indiquée par la téte
de fleche jaune en €, F, G et H) qui déclenche

le programme de myogenése puis change de compartiment cellulaire pour accéder & une zone de transition (ZT) ol I'activation de la voie Notch

s’arréte et ol la cellule s’engage dans la différenciation terminale dans le myotome pour devenir un myocyte (My).

activement au développement des tissus
environnants en leur fournissant des
signaux essentiels pour leur différencia-
tion. Une conséquence de I'interaction
dynamique entre les crétes neurales et
les somites est le lien entre la migration
des crétes neurales et la formation du
myotome. Jusqu’a maintenant I"obser-
vation que le début du développement
des crétes neurales coincidait avec celui
de la formation du myotome n’était
qu’une curiosité (Figure 1). Notre étude
prouve désormais qu’il y a un lien méca-
nistique entre ces deux évenements. De
plus, puisque le flot des crétes neurales
est symétriquement distribué des deux
cOtés du tube neural, il est fort probable
que la remarquable synchronie de for-
mation et de maturation des myotomes
des deux cGOtés de I’embryon soit une
conséquence directe de Iinteraction
entre les crétes neurales et les somites.
Enfin, la nature de Iinteraction entre
le récepteur Notch et le ligand Deltal
implique un contact physique entre les
cellules donneuses (les crétes neurales)
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et les cellules receveuses (les cellules
de la DML). Ce mode de communication
implique que le comportement migra-
toire des crétes neurales portant le
signal génere de facon dynamique une
signalisation Notch dans le somite. Ce
mécanisme est un exemple nouveau de
communication dans lequel un signal
porté et présenté par des cellules en
migration induit un changement dans
le destin cellulaire des cellules du tissu
receveur. Ce mécanisme de kiss and run
souligne I'importance des mouvements
morphogénétiques et de la signalisation
dynamique au cours de I’embryogenese.
La capacité de certains tissus et cellules
a migrer est peut étre un principe essen-
tiel pour générer des flux d’activation
permettant la différenciation spécifique
de progéniteurs au sein de populations
données. ¢

A tale of stolen kiss in muscle
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NOUVELLE

Le trafic membranaire,
un nouvel acteur du guidage

axonal
Kathleen Zylbersztejn2, Thierry Galli':?

> Les molécules de guidage contrdlent la
migration des neurones et la trajectoire
des axones en croissance par attraction
et répulsion. La signalisation se fait au
niveau du c6ne de croissance ol la molé-
cule de guidage se lie a son récepteur. Le
role du trafic membranaire dans ce méca-
nisme est encore largement inconnu. Les
SNARE, protéines essentielles a la fusion
membranaire, ont été récemment impli-
quées dans le guidage axonal au travers
de leurs roles dans le trafic de molécules
régulant I’homéostasie du cone de crois-
sance et dans le trafic des récepteurs de
guidage. Nous faisons ici la synthéses des
données les plus récentes, notamment
sur le rle des SNARE vésiculaires de type
synaptobrévine-2 et TI-VAMP (tetanus
neurotoxin insensitive vesicle-associated
membrane protein) dans la répulsion et
I’attraction axonales.

Régulation du guidage axonal

Lors du développement embryonnaire du
systéme nerveux, la migration des neu-
rones et la trajectoire des axones et den-
drites en croissance sont contrdlées par
les molécules de guidage. Ces protéines
peuvent étre attractives (nétrines et
sémaphorines) ou répulsives (nétrines,
sémaphorines, éphrines et slit) [1].

La signalisation des molécules de gui-
dage se fait au niveau du cone de
croissance situé a I'extrémité apicale
de I’axone. Les molécules de guidage
se lient a leur récepteur spécifique,
activant ainsi une cascade de signali-
sation impliquant les petites GTPases
de la famille des Rho et/ou le calcium
intracellulaire. Par la suite, les seconds
messagers agissent sur le cytosquelette
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d’actine et de microtubules du cdne de
croissance, induisant un changement de
sa morphologie en direction ou a I'op-
posé de la source de molécules. Le role
du trafic membranaire dans ce processus
reste encore mal établi [2].

Le trafic membranaire se divise en trois
étapes majeures : (1) la formation et la
fission d’une vésicule a partir d’'un com-
partiment donneur, (2) le transport de
cette vésicule sur le cytosquelette et,
enfin, (3) I'ancrage de cette vésicule a
un compartiment cible et sa fusion avec
la membrane acceptrice [12]. La derniére
étape implique une famille de protéines
les soluble NSF attachment
protein receptors (SNARE). Il existe deux
types de SNARE : les v-SNARE (v pour
vesicular) localisées sur les vésicules, et
les t-SNARE (t pour target) localisées a
la membrane cible. Deux v-SNARE ont été
impliquées dans le guidage axonal : Syb?2

essentielles :

qui cible des neurotoxines botuliques et
tétanique, et TI-VAMP qui est insensible
aux neurotoxines. Deux roles potentiels
des SNARE dans le guidage axonal ont
été proposés : (1) un rdle indirect dans le
trafic de protéines régulant la réponse du
cone de croissance au signal de guidage ;
(2) un réle direct dans le trafic de mem-
brane et des récepteurs de guidage. Ces
deux hypotheses ne sont pas exclusives et
peuvent étre deux facettes d’un systéme
plus complexe qui impliquerait d’autres
éléments régulateurs dans I'espace et le
temps.

Réles indirects des SNARE

dans le guidage axonal
Synaptosomal-associated protein of
25kD (SNAP-25), la syntaxine-1 et

Syb2 sont impliquées dans le trafic
de canaux ioniques qui, eux mémes,
influencent la signalisation dépen-
dante des sémaphorines (Séma) [2].
Ainsi, SNAP-25 interagit directement
avec le canal calcique Ca(v)2.1, et
potentiellement avec Ca(v)2.3. Or, ces
canaux sont nécessaires a la signalisa-
tion de Séma3A et Séma?2A, ainsi qu’'a
la mise en place du réseau neuronal.
Syb2 interagit aussi avec TRPC3 qui est
un canal non sélectif perméable aux
cations.

Syb?2 et TI-VAMP interviennent par ail-
leurs dans le trafic de molécules d’adhé-
sion qui affectent la réponse du cone
de croissance aux signaux de guidage.
Syb?2 est ainsi impliquée dans le trafic
de intégrine PB1, qui est nécessaire
a la répulsion induite par la molécule
MAG (myelin associated glycoprotein).
TI-VAMP, quant a elle, est impliquée dans
le trafic de L1-CAM (L1-cell adhesion
molecule), cette derniere régulant la
réponse attractive ou répulsive induite
par la Séma3A [3, 4].

Réle direct de TI-VAMP

dans le guidage attractif

Deux équipes ont montré que la for-
mation de groupes de récepteurs
DCC (deleted in colorectal cancer)
induite par la nétrine-1 a la surface
membranaire des axones, est dépen-
dante d’une exocytose insensible a
la toxine tétanique [5, 6]. Activé par
la nétrine-1, DCC entraine I'interac-
tion de TI-VAMP avec la syntaxine-1
(Stx1), une t-SNARE partenaire de
TI-VAMP. Les vésicules contenant TI-
VAMP et DCC fusionnent alors avec
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Figure 1. Roles de TI-VAMP et Syb2 dans le trafic des récepteurs lors du guidage axonal dépendant

de la nétrine-1 et de la sémaphorine-3A. A. !'attraction dépendante de la nétrine-1 induit un

virage du cdne de croissance par exocytose de membrane et de récepteurs. La nétrine-1 active

son récepteur DCC qui se lie a la syntaxine-1. Les vésicules contenant TI-VAMP et riches en DCC

subissent une endocytose en réponse a I’interaction entre la syntaxine-1 et TI-VAMP. B. La répul-

sion dépendante de la sémaphorine-3A induit un virage du c6ne de croissance par une endocytose

de membrane et de récepteurs. La sémaphorine-3A se lie a son récepteur neuropiline-1/plexine-

Al qui interagit avec Syb2. Le complexe subit ensuite une endocytose par la voie dépendante de

la clathrine. Le récepteur est ensuite recyclé a la membrane au sein d’'un domaine membranaire

exempte de Séma3A. Syb2 est nécessaire pour I’endocytose et le recyclage du récepteur. Séma3A:

sémaphorine-3A ; Nrpl : neuropiline-1; PlexAl : plexine-Al ; Stx1 : syntaxine-1; Syb2 : synap-

tobrévine-2 ; DCC: deleted in colorectal cancer.

les domaines membranaires enrichis
en syntaxine-1 et DCC, augmentant
ainsi la quantité de récepteurs et de
membrane en direction de la source de
nétrine-1 [7] (Figure 1A).

Réle direct de Syb2

dans le guidage répulsif

Nous venons de montrer que Syb2 est
nécessaire au guidage répulsif induit
par Séma3A, mais n'est pas impliquée
dans le guidage attractif induit par
Séma3C [8]. De plus, dans les embryons
génétiquement invalidés (knock-out)
pour Syb2, les axones frontaux du corps
calleux sont désorganisés et défasciculés

m/sn® 3, vol. 28, mars 2012

comme dans le modeéle d’invalidation de
Séma3lA, ces effets n’étant pas retrou-
vés apres I'invalidation de Séma3C. Nos
travaux ont aussi montré que Syb?2 inte-
ragissait directement avec le récep-
teur de Séma3A, le complexe neuropi-
line-1/plexine-Al (Nrpl/PlexAl), via
leur domaine juxtatransmembranaire.
Cette interaction entre Syb2 et le récep-
teur de Séma3A a été confirmée a la
fois dans le cerveau embryonnaire et
dans les cellules épithéliales HEK, un
systéme hétérologue complémentaire.
Par ailleurs, sous I"action de Séma3A,
le récepteur et une grande quantité de
membranes subissent une endocytose

provoquant une réduction de la longueur
axonale, une diminution de la quantité
de plexine-Al au niveau du cone de
croissance et son accumulation dans
le corps cellulaire. Lorsque des axones
sont dépourvus de Syb2, ces phéno-
menes sont abolis révélant un lien étroit
entre I’expression de Syb2 et le trafic
du récepteur de Séma3A. SémalA inhibe
aussi 'exocytose dépendante de Syb?
dans un systéme hétérologue constitué
de cellules Cos7 exprimant Syb2 et le
récepteur a Séma3A (Nrpl/PlexAl). Pris
dans leur ensemble, ces résultats per-
mettent de conclure que Syb? est néces-
saire au trafic du complexe Nrpl/PlexAl
au cours de la répulsion axonale induite
par Séma3A, et ce en régulant I’équilibre
exocytose/endocytose du récepteur [8]
(Figure 1B).

Au regard de ces récentes découvertes
sur TI-VAMP et Syb2, nous suggérons
qu’un des roles des v-SNARE dans le
développement est de réguler la réponse
du cone de croissance aux molécules de
guidage et ce en contrélant I’expression
des récepteurs a la surface cellulaire via
la modulation de la balance exocytose/
endocytose.

Perspectives

Afin d’approfondir ces résultats, il
serait intéressant de déterminer si
TI-VAMP et Syb2 sont respectivement
responsables de I"attraction et de la
répulsion axonale générale ou s’ils
sont impliqués dans des guidages spé-
cifiques, impliquant nétrine-1 et séma-
phorine-3A, respectivement. Les appli-
cations thérapeutiques potentielles
sont d’une grande portée puisque les
molécules de guidage sont aussi impli-
quées dans le développement de mala-
dies neurodégénératives, de lésions
nerveuses et de cancers [9, 10]. Luti-
lisation des neurotoxines clostridiales
pourrait €tre envisagée pour stimu-
ler la régénération neuronale aprés
une lésion nerveuse (en retirant la
sensibilité aux molécules répulsives),
pour bloquer le développement et la
migration de cellules cancéreuses,



comme nous I’avions proposé dans des
travaux antérieurs [11]. ¢

Membrane traffic, a new actor in axon
guidance
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Le silence parlant de
la sirtuine 1 dans la stéatose
et le cancer du foie

Hélene Gilgenkrantz, Christine Perret

> Les sirtuines sont des déacétylases
dépendantes du NAD* dont les subs-
trats sont impliqués dans de nombreux
phénomeénes biologiques aussi variés
que la croissance, 'apoptose, la sénes-
cence, I"autophagie, I'adaptation a la
restriction calorique et le métabolisme.
Chez les mammiferes, la protéine sirtuine
1 (Sirtl) est, parmi les sept membres
de la famille des Sirtuines, celle qui se
rapproche le plus du produit du gene
silencing information regulator 2 ou Sir2
dont la mutation diminue la longévité
chez le ver et la mouche. Cependant,
si différents travaux ont démontré des
effets positifs de Sirt dans les maladies
associées a I’dge, aucune preuve directe
n’a permis de démontrer que Sirtl pou-
vait influer sur la longévité des mammi-
feres. Ne disposant pas d’un domaine de
liaison a ’ADN, Sirtl module I’expression
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de nombreux genes par I'intermédiaire de
facteurs de transcription et modifie cer-
taines marques épigénétiques en s’asso-
ciant a des régions d’hétérochromatine
ou en déacétylant certaines histones.
C’est sans doute sur le métabolisme
que les effets de Sirtl ont été les plus
étudiés. Ainsi, Sirtl peut étre considérée
comme un senseur métabolique faisant
le lien entre la réponse au stress oxydant
et métabolique de la cellule, sa struc-
ture chromatinienne et son expression
génique, autant d’éléments modulés au
cours du développement tumoral.

Sirtl et stéatose hépatique

Sirtl est connue pour son implication
dans la gluconéogenese hépatique, la
régulation de la prise alimentaire par
I’hypothalamus, la mobilisation des
graisses du tissu adipeux blanc, la sécré-
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tion pancréatique d’insuline et I'activité
de I’horloge circadienne dans les tissus
métaboliques. Ainsi, "augmentation de
I’expression de Sirtl, qu’elle soit res-
treinte aux cellules B du pancréas, au
tissu adipeux ou qu’elle touche I'en-
semble de I'organisme [1], protége les
souris contre le diabete et contre la stéa-
tose hépatique - une accumulation anor-
male et délétere de triglycérides dans les
hépatocytes. Les souris transgéniques
surexprimant Sirtl sont plus minces que
leurs homologues contrdles, métabo-
liguement plus actives et ont des taux
sériques réduits de cholestérol, d’adipo-
kines, d’insuline et de glucose. De méme,
Iactivation hépatique de Sirtl induite
par le jeline, diminue la glycémie, I'insu-
linémie, le stress du réticulum endoplas-
mique ainsi que la stéatose hépatique
de la souris obése [2]. Par ailleurs, les
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Figure 1. Les différentes voies de signalisation modulées par Sirtl. Sirtl peut exercer un effet
protecteur vis-a-vis de la stéatose hépatique en modulant différentes voies de signalisation.
Ainsi, Sirtl contrdle de nombreuses voies métaboliques au niveau du tissu adipeux et du foie. Par
ailleurs, elle inhibe au niveau macrophagique la production de cytokines pro-inflammatoires et

la production d’especes réactives de "oxygene. €n son absence, inflammation et stress oxydant

contribuent au développement de la stéato-hépatite. ROS : reactive oxygen species.

différentes invalidations de Sirtl sélec-
tivement dans le lignage myéloide ou
les neurones pro-opiomélanocortines
qui contrdlent la prise alimentaire [3],
induisent une susceptibilité accrue a la
stéatose et une intolérance au glucose.

Néanmoins, la délétion - spécifiquement
dans le foie - de I’exon 4 du gene Sirtl
a induit des réponses contradictoires
a une diéte riche en graisses, accélé-
rant la stéatose hépatique dans un cas
[4], Pinhibant dans I’autre [5]. Plus
récemment, une délétion des exons 5
et 6 du méme gene a permis de confor-
ter la notion d’un rdle protecteur de
Sirtl contre la stéatose hépatique en
conditions normales d’alimentation [6].
Quelles sont les pistes moléculaires en jeu
dans cette action pléiotrope qui concourt
au développement d’une stéatose en
cas de déficience ? La délétion de Sirtl
induit un défaut de signalisation de la
voie du peroxisome proliferator acti-
vated receptor oo (PPARaL) et diminue
la B-oxydation des acides gras [4], en
partie via son coactivateur, le prolifera-
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tor activated receptor 7y coactivator I
(PGCla), qui est aussi une cible directe
de Sirtl [7]. Sirtl, qui est activée dans
le foie par le jelne, régule également le
métabolisme du cholestérol via la déa-
cétylation des liver X receptors (LXR)
[81, du farnesoid X receptor (FXR) [9] et
de la sterol regulatory element-binding
protein (SREBP) [10]. Dans le tissu adi-
peux, 'augmentation de Sirtl diminue
le stockage des graisses et augmente la
lipolyse peut-étre via la répression de
PPARY, un récepteur nucléaire qui joue
un role essentiel dans le stockage des
acides gras (Figure 1). Plus récemment,
il a été démontré que Sirtl contrdlait
positivement Rictor, induisant une cas-
cade de phosphorylation de la serine/
threonine protein kinase Akt et de la
forkhead box protein 01 (Fox01) [11].
Ainsi, le défaut de Sirtl induit une pro-
duction accrue de glucose hépatique, une
hyperglycémie chronique et une produc-
tion augmentée d’espéces réactives de
I’oxygene. Ce stress oxydant inhibe la voie
de signalisation de la mammalian tar-

get of rapamycin C2 (mTORC2)/Akt dans
les autres organes sensibles a Iinsuline,
mettant a nouveau le stress oxydant au
centre de la maladie métabolique du foie
(Figure 2). A Vinverse, "augmentation de
la Sirtl musculaire induite par la restric-
tion calorique (en inactivant par déacé-
tylation le facteur de transcription signal
transducer and activator of transcription
3 [STAT3]) diminue I’expression de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et
augmente la sensibilité du muscle a Iin-
suline [12]. €nfin, Sirtl contrdle positi-
vement I’expression d’une autre sirtuine,
Sirté, via son interaction avec FoxOl et
le nuclear respiratory factor 1 (NRF1).
Or, la délétion de Sirté s’accompagne
également d’une stéatose hépatique,
caractérisée par une augmentation de la
synthese des triglycérides et une diminu-
tion de la B-oxydation [13]. Uexpression
de ces deux sirtuines, Sirtl et Sirté, est
diminuée dans les échantillons de foie
humain stéatosique, corroborant le réle
inhibiteur de ces deux sirtuines dans la
formation du foie gras. Mais toutes ces
cibles ne se limitent pas au foie et au
tissu adipeux. €n effet, au cours de la
stéatose hépatique, I'inflammation et le
stress oxydant jouent un role synergique
conduisant a une maladie hépatique plus
grave, la stéato-hépatite non alcoolique
(NASH). Or, Sirtl lie, déacétyle et inhibe
NF-KB notamment au niveau macropha-
gique, réduisant la production cytoki-
nique de ces cellules et, par conséquent,
la réponse inflammatoire (Figure 1).

Sirtl et carcinome hépatocellulaire

Pour un oncologue, Sirtl a un visage de
Janus. Son rdle dans la restriction calo-
rique ou dans I'inhibition de la signali-
sation insulinique et de I'insulin-growth
factor-1 (IGF-1) la place plutdt parmi
les genes suppresseurs de tumeur. Ainsi,
I’incidence des cancers diminue chez les
souris surexprimant Sirtl, bien qu’elle soit
limitée aux carcinomes et aux sarcomes
[14]. A Pinverse, les actions proangiogé-
nique et proliférative de Sirtl, ainsi que
sa fonction antiapoptotique, font plutot
de cette protéine un oncogene. Si ce role
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trés controversé de Sirtl dans la carci-
nogenese dépend du contexte cellulaire,
qu’en est-il au niveau hépatique ? Les
souris transgéniques surexprimant Sirtl
sont protégées du carcinome hépatocel-
lulaire induit par 'action combinée d’un
régime riche en graisses et d’un carcino-
gene hépatique [15]. Au moins trois des
fonctions de Sirtl pourraient contribuer
a cet effet suppresseur de tumeur [14].
€n premier lieu, Sirtl est un gardien de
I’intégrité du génome et ce, a plusieurs
titres : lors d’un dommage de I’ADN induit
par un défaut de p53, Sirtl se relocalise
au niveau des sites Iésés, réprimant alors
la transcription. On sait par ailleurs que
I’absence de Sirtl s’accompagne d’un
défaut de réparation des cassures d’ADN
double brin. Enfin, tel un horloger du
temps qui passe, Sirtl ralentit I’érosion
télomérique in vivo. Le second mécanisme
passerait par son activité anti-inflam-
matoire et sa capacité de réduction du
stress oxydant puisque I'on sait que 'in-
flammation forme le trait d’union entre
obésité/stéatose et cancer du foie (voir
m/s 2010, n° 5, pp 477). ’analyse du foie
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des animaux transgéniques surexprimant
Sirtl confirme non seulement leur pro-
tection vis-a-vis des lésions de I’ADN,
mais aussi une inflammation dépendante
de la voie NF-KB moins marquée. Enfin,
le troisieme et dernier mécanisme, qui
jusqu’a présent n’a été démontré que
dans I’intestin, pourrait peut étre s’appli-
quer au foie. Sirtl, par déacétylation de
la B-caténine, inhibe la tumorigenése
intestinale induite par I"activation de
cette voie. Or, la voie Wnt/B-caténine est
activée dans pres de 50 % des carcinomes
hépatocellulaires. Différentes signatures
moléculaires ont déja permis de rendre
compte de I’hétérogénéité de ces carci-
nomes. Il sera donc intéressant, a I’ave-
nir, d’inclure les sirtuines dans ces clas-
sifications complexes. Le réle des autres
sirtuines a en effet été beaucoup moins
étudié. Sirt2 semble agir comme un sup-
presseur de tumeur. Sirté est principale-
ment localisée au niveau de la mitochon-
drie et jouerait un double jeu puisque
capable, comme Sirtl, d’induire a la fois
I’apoptose en conditions normales ou la
survie en conditions de stress. S’il reste

encore beaucoup a apprendre sur les
mécanismes d’action des sirtuines dans
la carcinogenese, les différents roles de
Sirtl que nous venons de décrire dans le
foie sont une nouvelle preuve que méta-
bolisme et cancer sont intimement liés ! ¢
Sirtuin 1, hepatic steatosis
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Le récepteur proapoptotique

OX1R dans le cancer colique

Silencieux in situ mais activable en thérapie

Marc Laburthe

> Le cancer colorectal est I'un des plus
fréquents en Europe et en Amérique du
Nord. Uexérése de la tumeur primaire,
voire de certaines métastases, est asso-
ciée a une chimiothérapie dont la molé-
cule de référence est le 5-fluorouracile
(5FU) souvent utilisé en combinaison
avec d’autres agents. La chimiothéra-
pie reste cependant peu efficace dans
les stades avancés. La génétique molé-
culaire a permis de décrire des génes
clés (oncogénes, génes suppresseurs de
tumeurs) dont la mutation ou I'expres-
sion altérée peut conduire au cancer
colorectal. Par ailleurs, on sait que la
prolifération des cellules cancéreuses
coliques est stimulée par des facteurs de
croissance présents dans leur environne-
ment parmi lesquels ['epidermal growth
factor (EGF) joue un rble important &
c6té de peptides hormonaux tels que la
gastrine ou la neurotensine.

Linhibition de la croissance

des cellules cancéreuses par les orexines
La biologie des régulations cellulaires
nous enseigne que tout mécanisme de
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contréle requiert un équilibre entre
des signaux stimulateurs et inhibiteurs,
le Yin et le Yang de la vie cellulaire.
L'idée précongue suivant laquelle les
signaux d’inhibition de la croissance
cellulaire (inhibition de la prolifération
et/ou induction de la mort cellulaire)
auraient disparu dans la cellule can-
céreuse va de pair avec une absence de
recherche de tels signaux. Partant de ce
constat, nous avions recherché en 2004
de possibles inhibiteurs de la crois-
sance de cellules cancéreuses coliques
humaines parmi les peptides neurohor-
monaux existants [2]. Cette recherche
a conduit a une découverte étonnante
puisque deux peptides présents dans
le cerveau, les orexines A et B, sont de
puissants inhibiteurs de la croissance
de la lignée cancéreuse colique HT-29.
Cette découverte est étonnante parce
que ces peptides, produits par des neu-
rones hypothalamiques, contrélent de
nombreuses fonctions centrales et en
particulier le sommeil (éncadré 1), et
n’ont a priori rien a voir avec les cancers
coliques.

1 Les orexines

Les orexines A et B [4], aussi nommées hypocrétines 1 et 2 [5], sont codées par le méme géne
dans un précurseur commun. Ce sont deux peptides présents dans des neurones hypothala-
miques qui se projettent dans de nombreuses aires cérébrales et contrdlent des fonctions
variées dont le sommeil, la vigilance, la prise alimentaire, la respiration, le systeme de
récompense ou I’addiction aux drogues [6]. Leur impact majeur sur le sommeil et la vigilance
est révélé en pathologie puisqu’un déficit en orexine induit la narcolepsie (hypersomnolence
et brusques épisodes de sommeil diurnes) associée a une cataplexie [6]. Les orexines ont
des effets extracérébraux comme en témoignent I’existence de leurs récepteurs et/ou
d’effets biologiques dans plusieurs organes périphériques [7]. La synthése et la production
d’orexines dans les tissus périphériques restent cependant non élucidées chez I’homme.
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Dans un article récent [1], nous enri-
chissons ces observations initiales de
nouvelles données qui ouvrent des pers-
pectives passionnantes concernant les
orexines et le cancer colorectal. Nous
montrons que les orexines inhibent
la croissance de nombreuses lignées
issues de cancers coliques primaires ou
de métastases en provoquant la mort
cellulaire par apoptose et cela en inte-
ragissant avec I'un des deux récepteurs
des orexines, le récepteur OX1R. OX1R
est un récepteur a sept domaines trans-
membranaires couplé a la protéine Gq
(Encadré 2), qui est exprimé de facon
aberrante dans les cancers colorectaux

2 Les récepteurs des orexines

Les récepteurs OX1R et OX2R des
orexines sont des récepteurs couplés
aux protéines G (RCPG) appartenant a
la famille de la rhodopsine. Couplés a la
protéine Gg, ils augmentent le calcium
cytosolique [7]. La signalisation du
récepteur OX1R qui conduit a la réponse
apoptotique vient d’étre décrite et ne
passe pas par cette voie calcique. €n
effet, elle implique la phosphorylation
de deux tyrosines présentes dans des
motifs de type immunoreceptor tyro-
sine-based inhibitory motif (ITIM) habi-
tuellement rencontrés dans les immu-
norécepteurs et tres peu décrits dans
les RCPG [8-10]. Cette phosphorylation
aboutit a I’activation de la phosphatase
Src homology phosphatase 2 (SHP2)
qui déclenche la cascade apoptotique
[8-10]. Ce mécanisme trés original
constitue un nouveau paradigme dans
le signalisation des RCPG [10].




indépendamment de leur localisation
et de leur stade. S’il est exprimé de
fagon aberrante c’est que les cellules
épithéliales colorectales normales (qui
donnent naissance aux cellules can-
céreuses) n'expriment pas du tout le
récepteur OX1R. Cette expression aber-
rante est conservée dans les cellules
cancéreuses ayant métastasé dans le
foie, organe cible majeur des métas-
tases de ce cancer. Cet article rapporte
deux autres résultats majeurs : (1) les
orexines sont capables d’induire la mort
cellulaire par apoptose suivant la voie
mitochondriale [2] dans des cellules
cancéreuses coliques humaines sélec-
tionnées pour étre devenues insensibles
a la chimiothérapie par le 5FU; (2) dans
un modele de xénogreffe de cellules
cancéreuses coliques humaines chez la
souris nude, les orexines, administrées
par voie intrapéritonéale a des doses
qui n’entrainent aucun effet secon-
daire notable, empéchent le développe-
ment de tumeurs et, mieux encore, font
régresser considérablement des tumeurs
déja établies [1].

OXIR : un géne suppresseur

de tumeur silencieux chez ’homme
Puisque les orexines sont des neuropep-
tides naturels présents dans notre orga-
nisme, la question se pose de savoir
pourquoi elles ne tuent pas les cel-
lules cancéreuses coliques chez les
malades. La réponse est sans doute
que ces peptides ne sont pas présents
dans le c6lon humain normal ni dans les
tumeurs colorectales, et cela méme a
des taux infimes puisque la technique
de RT-PCR échoue a détecter des traces
d’ARNm du précurseur des orexines [1].
Comme les orexines ne semblent pas
étre présentes a des taux significatifs
dans le sang périphérique, il est légi-
time de conclure que le récepteur OX1R
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exprimé de fagon aberrante dans les
cancers coliques n’est tout simplement
pas activé in vivo chez les malades.
Paradoxalement, les malades ont dans
leur cerveau une molécule naturelle
trés active contre la progression des
tumeurs coliques mais qui ne leur sert
a rien puisqu’elle n'accede jamais a la
tumeur. Le récepteur OX1R des cellules
cancéreuses coliques est donc un récep-
teur silencieux in situ. C’est un nouveau
type de gene dans les cancers, un gene
suppresseur de tumeur dont I’expression
est induite (par un mécanisme encore
inconnu) dans le cancer mais qui reste
inactif faute d’activateur endogene sur
le site de la tumeur. En revanche, si I’on
apporte I'activateur de fagon exogene,
alors ce gene suppresseur de tumeur
devient une cible thérapeutique tres
efficace. Cette situation est paradoxale
puisque les cancers sont généralement
associés a une perte de fonction de
génes suppresseurs de tumeur initiale-
ment présents dans la cellule normale
qui donne naissance au cancer. Dans le
cas présent, la cellule colique normale
n’exprime pas ce géne suppresseur de
tumeur mais il apparait, sous une forme
certes silencieuse, dans les cancers
colorectaux et leurs métastases. Cette
expression des récepteurs des orexines
est-elle restreinte au cancer colorectal
? Cette question importante a déja recu
un début de réponse puisque des lignées
de neuroblastome [2] ou de cancer du
pancréas [3] expriment respectivement
des récepteurs OX1R et OX2R et sont
sensibles a "apoptose induite par les
orexines. L'extension de ces données a
d’autres cancers est en cours.

Un nouveau concept émerge donc, celui
du néogene suppresseur de tumeur,
silencieux mais activable en thérapie.
Ces données ouvrent des perspectives
dans le traitement pharmacologique des

cancers colorectaux [1]. €n cancérolo-
gie, comme dans d’autres domaines, il y
a souvent loin de la coupe aux levres, et
de nombreux travaux sont encore néces-
saires pour passer, éventuellement, de
ce nouveau concept a un traitement des
cancers colorectaux chez ’lhomme. ¢
How to turn a silent proapoptotic gene
in a potent antitumoral target

in colorectal cancer
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