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Le récepteur HER3 ou ERBB3

La face cachée de la planéte ERBB

Christel Larbouret!™, Nadege Gaborit®, Marie-Alix Poul!*,

André Pelegrin'™, Thierry Chardes!™

> Lors de la découverte du facteur de
croissance épidermique (EGF), Rita Levi-
Montalcini et Stanley Cohen n’imagi-
naient pas que cette recherche, dont
ils étaient les initiateurs, ouvrirait la
voie, 60 ans plus tard, a une révolution
dans le domaine de 'oncologie théra-
peutique. Ce facteur de croissance EGF
appartient @ un ensemble de molécules
qui stimulent quatre récepteurs trans-
membranaires @ domaine tyrosine kinase
(RTK) de la famille ERBB (EGFR, HER2,
HER3 et HER4). Ces molécules contrdlent
le cycle cellulaire et 'apoptose des cel-
lules tumorales, et régulent la survie, la
prolifération, I’angiogenése et le méta-
bolisme tumoral [1]. Aprés fixation du
facteur de croissance, ces récepteurs
sont essentiellement actifs sous forme
de dimeres, dont le niveau d’expres-
sion et la composition jouent un role
dans la diversification des signaux intra-
cellulaires activés et dans le potentiel
carcinogene. La multiplicité des récep-
teurs au sein de la famille ERBB permet
une plasticité dans la dimérisation des
récepteurs, qui assure une adaptation
du signal tumoral, activant des voies
de signalisation différentes en fonction
du type de ligand, du niveau de stimu-
lation, de la densité de récepteurs, du
type cellulaire ou de la thérapie ciblée
utilisée [2].

Aujourd’hui, les thérapies ciblant la
famille ERBB ont une place incontour-
nable dans I'arsenal thérapeutique en
cancérologie, qu’il s’agisse d’inhibiteurs
de tyrosine kinases (TKI) ou d’anti-
corps monoclonaux (Acm), tels que le
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cétuximab ou le panitumumab (anti-
EGFR), le trastuzumab ou le pertuzumab
(anti-HER2)! [19]. Le récepteur HER3,
qui possede une activité kinase 1000 fois
plus faible que les autres récepteurs de
la famille ERBB, a longtemps été délaissé
comme cible thérapeutique, bien que
jouant un réle majeur dans la plasticité/
adaptabilité de la signalisation onco-
génique.

Repenser le récepteur HERJ comme
cible thérapeutique

En réponse a la liaison des facteurs
de croissance neurégulines (NRG), le
récepteur HER3 subit un changement
conformationnel permettant sa dimé-
risation avec les autres récepteurs de
la famille ERBB. Ce phénomene conduit
a I'activation allostérique de chaque
partenaire de dimérisation par I"autre
partenaire, permettant ainsi la trans-
phosphorylation des deux récepteurs et
I’activation des voies de signalisation
majeures RAS/RAF/MEK/ERK et PI3K/
AKT/mTOR (Figure 1). Dans ce cadre, les
hétérodimeres EGFR/HER3 et HER2/HER3
constituent les unités fonctionnelles
de signalisation oncogénique les plus
efficaces, car le récepteur HER3 est le
plus puissant activateur de la sous-unité
p85 de la PIZK, par Iintermédiaire des
six tyrosines phosphorylables dans son
domaine intracellulaire (Figure 1) [1].
Le récepteur HER3 a tout d’abord été

! Voir a ce propos le numéro thématique de médecine/
sciences consacré aux « anticorps monoclonaux en thérapeu-
tique », paru en décembre 2009 n° 12, vol. 25).

associé a la tumorigenése parce qu’il
promeut les voies de signalisation onco-
géniques via EGFR et HER2. Ainsi, HER3
est généralement activé dans les cancers
du sein caractérisés par I'amplification
de HER2, alors que son élimination par
interférence ARN bloque la croissance
tumorale [3].

Des mutations somatiques de HER3, iden-
tifiées récemment dans le cancer du c6lon,
le cancer gastrique et quelques cas de
cancer du sein [4], nous obligent a recon-
sidérer I'intérét du récepteur HER3 comme
cible thérapeutique directe. €n effet, la
plupart de ces mutations se situent dans
le domaine extracellulaire et conférent un
potentiel oncogénique a la molécule. U'ac-
tivation du récepteur HER3 dépendante de
la NRG intervient dans certains cancers,
soit par une boucle autocrine mise en
évidence dans le cancer de I"ovaire [5], le
cancer de la téte et du cou sans amplifi-
cation de HER2 [6] ou le cancer colorectal
[7], soit par une boucle paracrine de
sécrétion via les fibroblastes du microen-
vironnement dans le cancer du pancréas
[8]. Enfin, la résistance & la « pression »
exercée par des inhibiteurs des récep-
teurs EGFR ou HER2 (anticorps ou TKI) ou
d’autres récepteurs tels que Met [20] ou
IGFR1 (insulin growth factor receptor), par
des inhibiteurs de PI3K, MEK ou BRAF, par
la chimiothérapie ou I’hormonothérapie,
fait intervenir un rétrocontrdle activant
le récepteur HER3 et les voies de signali-
sation sous-jacentes [9]. Dans la plupart
de ces scénarios, I'association d’inhi-
biteurs comodulant la cible principale,
support de la résistance thérapeutique, et

465



466

HER3
non activé

4 .
®e | - “Defpaine
..._. 7= Kinase HER3

intracellulaire Queue
carboxy- £

terminale

/@K

¥ Contrdle du ST
cycle cellulaire Q

0" Domaine ——

.

Survie ()
Angiogenese g

; HER2
constitutivement
activé

Transcription

Apoptose
Prolifératigh

Métabolisme ~

Figure 1. Structure, mécanisme d’activation et signalisation via le récepteur HER3.

le récepteur HER3, support de I’échappe-
ment thérapeutique, selon un schéma de
traitement concomitant ou séquentiel,
constitue certainement une solution thé-
rapeutique d’avenir.

Produire et caractériser des Acm
anti-HERJ

L'activité kinase faible du récepteur
HER3 constitue une limite au déve-
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loppement de TKI ciblant directement
HER3, mais laisse la porte ouverte aux
thérapies ciblées a base d’Acm anti-
HER3. Ainsi, des Acm ciblant HER3 sont
actuellement en phase clinique [10],
la plupart entrant en compétition avec
la NRG. Nous avons produit et carac-
térisé des Acm humains ou murins qui
reconnaissent des épitopes localisés au
niveau des domaines extracellulaires

D1, D3 et D4 de HER3, et dont certains
n’entrent pas en compétition avec la
NRG et induisent un effet allostérique
sur le récepteur HER3 [11, 12]. In vitro,
ces Acm anti-HER3 inhibent trés rapide-
ment la phosphorylation des récepteurs
HER?2 et HER3, et des kinases AKT et ERK
dans des lignées de cancer du pancréas
et de cancer du sein. Linhibition de la
phosphorylation d’AKT se traduit par un



Figure 2. Mécanismes d’action des anticorps anti-HER3.

blocage sous-jacent de la phosphoryla-
tion de MDM2 (murine double minute 2),
qui régule I'activité de p53, de XIAP
(X-linked inhibitor of apoptosis protein)
et Fox01 (forkhead box protein 01),
modulant I"apoptose, et de GSK3 (glyco-
gen synthase kinase 3), qui joue un rdle
dans le cycle cellulaire [11] (Figure 2).
Une modification de la membrane cellu-
laire des cellules tumorales est observée
trés précocement apres traitement par
les Acm anti-HER3, avec une diminution
des hétérodimeres HER2/HER3 et une
augmentation des homodimeres HER3,
qui sont des impasses de signalisation
[13, 14]. Puis une ubiquitination du
récepteur HER3, qui implique des €3
ubiquitine ligases telles que NRDPI et
NEDD4 (neural precursor cell expressed
developmentally down-regulated pro-
tein 4), conduit a la dégradation du
récepteur [10, 12]. Le traitement par
les Acm anti-HER3 se traduit ensuite
par des effets directs sur le cycle cellu-
laire (blocage en phase G1), I'induction
d’apoptose dépendante de caspases, et
la viabilité cellulaire des cellules tumo-
rales ; il induit aussi des effets indirects
de lyse des cellules tumorales par mobi-
lisation du systeme immunitaire via le
mécanisme d’ADCC (antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity) (Figure 2).
In vivo, ces divers effets biologiques
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ralentissent la progression tumorale
dans des modéles de souris immunodé-
ficientes porteuses de tumeurs humaines
de type carcinome pancréatique ou can-
cer du sein de type basal-like, et traitées
en monothérapie par des Acm anti-HER3.

Anticorps anti-HER3 : vers une
stratégie combinatoire pour une
meilleure efficacité

€n oncologie, les associations thérapeu-
tiques sont la regle car elles permettent
d’optimiser les réponses thérapeu-
tiques tout en permettant de traiter un
plus grand nombre de patients. Adop-
ter une stratégie combinatoire a 'aide
d’anticorps mono- ou bi-spécifiques
anti-ERBB pour optimiser le blocage
de plusieurs voies de signalisation et
outrepasser de possibles résistances
est la clé d’une meilleure efficacité.
Nous avons déja montré que I'associa-
tion du cétuximab (anti-€GFR) avec
le trastuzumab (anti-HER2 ciblant le
domaine 1V) induit une synergie thé-
rapeutique efficace chez des souris
immunodéficientes porteuses de car-
cinome pancréatique humain [15]. La
combinaison cétuximab/trastuzumab
est plus efficace que le lapatinib, TKI
comodulant €GFR et HER2 [16], ou la
gemcitabine, chimiothérapie antiméta-
bolite de référence dans le carcinome

pancréatique [17]. Un premier essai
clinique (NCT00923299) d’association
cétuximab/trastuzumab, administrée en
seconde ligne chez 33 patients atteints
de carcinome pancréatique progressant
sous gemcitabine, a conduit a une sta-
bilisation de la maladie chez 27 % des
patients, avec une corrélation significa-
tive entre la toxicité cutanée et la survie
sans progression [18]. Cette stratégie
combinatoire a été confirmée et ampli-
fiée chez des souris immunodéficientes
greffées avec un carcinome pancréa-
tique traitées par I’association de per-
tuzumab (anti-HER?2 ciblant le domaine
1) avec un anticorps anti-HER3 allosté-
rique, n’entrant pas en compétition avec
la NRG [14]. La combinaison pertuzu-
mab/anticorps anti-HER3 est plus effi-
cace que le pertuzumab utilisé seul ou
associé au trastuzumab sur le blocage
de la progression tumorale (Figure 2).
Une association de six anticorps ciblant
€GFR, HER2 et HER3 est actuellement
en phase préclinique dans le cancer du
pancréas®. Ces stratégies de combi-
naison se traduisent par une meilleure
efficacité dans la désorganisation des
hétérodimeres EGFR/HER3 et/ou HER2/
HERS, par un blocage accru et persistant
de la signalisation RAS/RAF/MEK/ERK

2 www.symphogen.com

467

. . w
In vitro In vivo =
: : ; > y
5-15 min 15-30 min  30-90 min 24 h 48 h 96-120 h J15 '<\E|
D
. . A <
3- Anticorps N Phosphorylation “ Hétérodimeres Diminution Blocage Clivage Apoptose Monothérapie ou =
-:-‘-\; anti-HER3 HER?, HER3 HER2/HER3 de expression  enphase Gl descaspases  “wviahilitt ~ combothérapie HER3
N AKT, ERK ~ Homodimeres et ubiquitination ADCC /9 cellulaire
XIAP/Foxol HER3 de HER3
MDM2/GSK3
| 4[|I][II]I] 0
w
j—
p—
w
X : >
Blocage de la Réorganisation  Dégradation Arrétducycle  Déclenchement Effet Blocage de la =
signalisation delamembrane  de HER3 cellulaire de cytostatique  progression tumorale =
PI3K/MAPK cellulaire Lyse des cellules 'apoptose  Apoptose
tumorales tumorale



468

et PI3K/AKT/mTOR, par I"amplification
de la dégradation des récepteurs ERBB
ciblés et par I"amélioration de I’ADCC
[12, 14, 16].

Conclusions et perspectives : il faut se
méfier de I’eau qui dort

Longtemps face cachée et oubliée de la
« planéte » ERBB, le récepteur HER3, en
dépit d’une activité kinase tres faible,
s'avere étre d’un intérét thérapeutique
grandissant en oncologie. Transformer
cet intérét en succés ne se fera que
si diverses notions de biologie systé-
mique sont intégrées dans la démarche.
Tout d’abord, la famille ERBB doit étre
considérée comme un réseau biologique
interconnecté qui évolue en fonction
des perturbations. Puisque la fréquence
de mutations au cours de I"évolution
est relativement faible, ce réseau bio-
logique ERBB est particulierement bien
adapté pour répondre a une perturba-
tion, mais est plus fragile face a deux ou
plusieurs perturbations simultanées [2].
Ce principe plaide en faveur de la com-
binaison d’anticorps ciblant a la fois
des récepteurs trés exprimés (tels que
EGFR ou HER2) et des récepteurs fai-
blement exprimés (comme HER3) mais
régulateurs du réseau biologique ERBB.
Par ailleurs, il est essentiel de dispo-
ser de biomarqueurs, tels que I’expres-
sion de la NRG ou des hétérodimeres de
récepteurs, pour prédire I'efficacité de
la thérapie anti-HER3Z et permettre de
sélectionner les patients éligibles a ce
traitement. Enfin, continuons de nous
méfier de I'eau qui dort, un récepteur
ERBB peut en cacher un autre... ¢

The HER3/ERBB3J receptor: the dark
side of the ERBB planet
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De la mouche a Phomme

RACK1, un acteur essentiel de la
traduction virale dépendante de I’IRES

Mohamed Lamine Hafirassou
Thomas Baumert:%4, Catherine Schuster

Le ribosome support de la traduction
de ’information génétique

Le ribosome est une superstructure bio-
logique universelle chargée de traduire
I"information génétique portée par I’ARN
messager (ARNm) en protéine(s). Il est
formé de deux sous-unités (SU) carac-
térisées dans les années 1970 par leur
constante de sédimentation (SU40S et
SU60S chez les eucaryotes). Le ribo-
some eucaryote est composé de I"ARNr
18S constituant la SU40S, des ARNr 5S,
28S et 5,85 constituant la SU60S, et de
plusieurs dizaines de protéines riboso-
males associées spécifiquement a 'une
ou I'autre sous-unité. Les ARNr jouent
un role essentiel dans le mécanisme de
traduction (reconnaissance de "ARNm
et catalyse de la formation de la liaison
peptidique) [17]. Les progres récents de
la cristallographie, et surtout de la cryo-
électromicroscopie, ont permis de mieux
comprendre la structure et la fonction
des composants du ribosome. Schéma-
tiquement, la SU80S prend en charge
’ARNm a traduire et, une fois les SU40S
et SU60S assemblées pour former le
ribosome, la SU60S débute et poursuit la
synthese protéique [1, 2]. Le ribosome a
longtemps été percu comme une struc-
ture ribonucléoprotéique figée dans sa
mission de traduction de I’ARNm, la
régulation de I’expression génique étant
I’apanage des étapes transcription-
nelles et post-transcriptionnelles [3-5].
Plusieurs études récentes ont toutefois
infirmé ce dogme en démontrant que
les ribosomes ne constituaient pas une
population homogene. Ainsi, en réponse
@ un stress par exemple, une hétérogé-
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néité des protéines ou de I’ARNr peut
€tre observée, ce qui entrafnera une
modification quantitative ou qualitative
des ARNm traduits (« translatome »)

[6].

Mécanismes de traduction dépendant
de la coiffe versus dépendant d’un
IRES

La traduction chez les eucaryotes est
majoritairement assurée par un méca-
nisme dépendant de la coiffe. €n effet,
simultanément a la transcription de
I’ARNm, celui-ci acquiert sa maturation
par I'ajout d’une coiffe en 5°, épissage,
dépot du complexe €JC (exon junction
complex), pour se terminer par la polya-
dénylation en 3’. La coiffe en 5’ corres-
pond a I’ajout d’une guanosine méthylée
en position N7 (m7G), liée de facon
covalente au nucléotide suivant par une
liaison 5’-5’ triphosphate (m7G(5’)-
PPP-(5’)N). Apres transfert de I’ARNm
mature du noyau dans le cytoplasme,
la coiffe en 5" est reconnue par le fac-
teur d’initiation de la traduction elF4€,
permettant la mise en place du com-
plexe d’initiation de la traduction et le
recrutement de la SU40S (Figure 14). La
SU40S arrimée a ’ARNm va alors glisser
le long de celui-ci (scanning) jusqu’a
rencontrer le codon initiateur de la tra-
duction, un codon AUG. Ce mécanisme
est largement prédominant pour les
ARNm cellulaires. A Iinverse, les virus
a ARN effectuent généralement leur
cycle biologique dans le cytoplasme,
ce qui empéche I'ajout conventionnel
d’une coiffe en 5’. Afin de protéger I'ex-
trémité 5 de leur génome, les virus
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ont développé différentes stratégies,
comme "ajout d’une protéine virale (par
exemple VPg) ou la synthése d’une coiffe
par une enzyme virale [2]. Certains virus
dont le génome est un ARN de polarité
positive de type ARNm, possedent en
5 de leur ARN une séquence formant
une structure secondaire et tertiaire,
appelée internal ribosome entry site ou
IRES. L'IRES permet le recrutement du
ribosome indépendamment de la coiffe
en 5 (Figure 1B). Ce mécanisme de tra-
duction, qui nécessite moins de facteurs
d’initiation de la traduction, constitue
pour ces virus une maniére astucieuse
de s’affranchir de la traduction dépen-
dante de la coiffe, mécanisme en géné-
ral fortement inhibé lors d’une infection
virale [7].

Lutte antivirale, les facteurs de I’hdte
en ligne de mire

Classiquement, les thérapies antivi-
rales ciblent le virus en proposant des
«antiviraux a action directe ou DAA »
(il s’agit d’analogues nucléosidiques,
d’inhibiteurs de protéases, d’intégrase
ou de polymérase) [8]. Ces molécules
antivirales sont tres efficaces chez
la majorité des patients traités, mais
peuvent malheureusement induire la
sélection de virus mutants résistants qui
requierent la mise au point d’approches
complémentaires [9]. Ceci est di a la
dynamique de réplication de ces virus

469

MAGAZINE

NOUVELLES



470

elF5B-GTP

@ elF5 (3:’“7GPPPG

Complexe d’initiation 48S

elF5
elF5B-GTP @

AlG : - elFs
GDP + Pi

IRES du VHC Complexe d’initiation 48S* Complexe d’initiation 80S

Figure 1. Initiation de la traduction chez les eucaryotes. A. Uinitiation de la traduction dépendante de la coiffe chez les eucaryotes. Linitiation de
la traduction par scanning ou balayage implique la formation de trois complexes intermédiaires : le complexe de pré-initiation 43S, le complexe
d’initiation 48S et le complexe d’initiation 80S. La majorité des ARNm cellulaires possedent deux particularités a leurs extrémités : une coiffe en
5" et une queue poly-A en 3’. Alors que la queue poly-A est reconnue par la protéine PABP (Poly-A binding protein), la coiffe (m7G-PPP-G) est
reconnue par la protéine elF4€ (eukaryotic initiation factor 4€) appartenant au complexe d’initiation de la traduction elF4F. Ce dernier permet

le recrutement de la SU40S du ribosome, en association avec les facteurs elF3, elFl, elF1A et le complexe ternaire elF2-GTP-Met-tRNAjMet

, pour
former le complexe de pré-initiation 43S. La formation du complexe d’initiation 48S a lieu lorsque le complexe 43S atteint par scanning le codon
d’initiation AUG et que les interactions codon-anticodon sont établies. Finalement, la formation du complexe d’initiation 80S a lieu lorsque la
SU60S rejoint le complexe 48S a I’aide des facteurs elF5 et elF5B-GTP. Grace a son activité GTPase, elF5B hydrolyse le GTP associé, conduisant a la
libération de elF5B-GDP et des facteurs d’initiation de traduction, permettant a la traduction d’entrer en phase d’élongation. B. Initiation de la
traduction IRES-dépendante du virus de I’hépatite C (VHC). LIRES du VHC recrute la SU40S du ribosome en association avec elF3 et le complexe ter-
naire elF2-GTP-Met-tRNAiMe* qu niveau du codon initiateur AUG (sans scanning) pour former le complexe d’initiation 485* (différent du complexe

de pré-initiation 48S canonique). La formation ultérieure du complexe 80S dépend également de I’hydrolyse du GTP par elF5B.

et a la fidélité limitée des ARN poly-
mérases virales lors de la réplication
du génome viral. Une alternative théra-
peutique consiste a mettre au point des
molécules visant des composants cel-
lulaires (host targeting agents) néces-
saires au virus pour se multiplier, comme
les récepteurs membranaires utilisés
par le virus pour entrer dans la cellule
ou des facteurs cellulaires requis dans
la réplication, I"assemblage ou I"export
viraux [10].
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RACK1, une protéine ribosomale
nécessaire a la propagation virale
dépendante de I’IRES

Les virus, parasites stricts par essence,
ne possedent ni systeme de traduction,
ni systeme de production d’énergie. Au
regard de la spécialisation fonctionnelle
des ribosomes évoquée précédemment,
nos récents travaux ont porté sur le role
des protéines ribosomales de la SU40S
dans la réplication virale [11]. RACK1
(receptor for activated C-kinase) est une

protéine associée a la SU40S du ribosome.
Elle appartient a la famille des WD repeat
proteins qui, par leur fonction de pro-
téines d’échafaudage, sont impliquées
dans les voies de signalisation cellulaires
[12]. Contrairement & celle de la plupart
des protéines ribosomales, I'inhibition
de Iexpression de RACK1 n’affecte pas la
survie des cellules de drosophile ou des
cellules humaines. Chez la drosophile,
I’absence de RACKI induit toutefois une
tres forte baisse de la réplication des virus



A B
m7GpppG AUG AAAAAA m7Gppp6— AUG  appapna
ARNm coiffé ARNm coiffé Y
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Figure 2. Réle de RACK1 dans la traduction dépendante de I’IRES. A, B. La traduction conventionnelle dépendante de la coiffe est indépendante de
la présence (A) ou de I"absence (B) de RACKL. C, D. La traduction dépendante de I'IRES de virus tels que le virus de I’hépatite C (VHC) requiert la
présence de RACK1 (C) et est inhibée lorsque que les ribosomes sont dépourvus de la protéine RACK1 (D).

DCV (drosophila C virus) et CrPV (cricket
paralysis virus), alors que la réplication
d’autres virus, tels que VSV (vesicular sto-
matitis virus) ou FHV (flock house virus)
reste inchangée. Une différence notoire
entre ces virus est la présence en 5’ de
leur génome ARN d’un IRES dans le cas de
DCV et CrPV, et d’une coiffe dans le cas
de VSV ou de FHV. RACKI apparait donc
comme une protéine ribosomale discri-
minant les traductions dépendantes d’un
IRES et celles dépendantes de la coiffe.
L'importance de RACK1 dans la traduc-
tion dépendante d’un IRES a été confir-
mée chez ’homme en utilisant le virus de
I’hépatite C (VHC) comme modéle de virus
humain dépendant d’un IRES [13]. Uana-
lyse des différentes étapes de I'infection
virale a montré que RACKI agit au niveau
de I"étape de traduction des protéines
virales, chez la drosophile comme chez

m/sn® 8, vol. 31, mai 2015

’homme. LU'étude du mécanisme molé-
culaire a montré (1) que I’association de
RACKI au ribosome est essentielle dans ce
mécanisme, (2) que dans le cas du VHC,
RACKI agit sur la traduction virale indé-
pendamment de miR-122, un microARN
hépatique impliqué dans la traduction de
ce virus, et (3) que la sous-unité « j» du
facteur d’initiation de la traduction elF3
(elF3j) est impliquée dans ce mécanisme
de traduction particulier. RACK1 appa-
rait donc comme un facteur cellulaire
nécessaire a la traduction des ARN viraux
dépendants de I’IRES par les ribosomes
(Figure 2).

RACK1 : un facteur cellulaire de choix
pour la lutte antivirale ?

Notre découverte suggeére un rdle de
RACK1 dans la propagation d’autres virus
contenant un IRES et ayant développé

la méme stratégie de piratage de la
traduction cellulaire (par exemple virus
de la poliomyélite, de la fiévre aphteuse,
entérovirus 71, virus coxsackie B3). Des
traitements a large spectre d’action
ciblant RACKL pour lutter contre les
infections virales animales ou humaines
sont donc envisageables. Décrypter les
conditions dans lesquelles RACKI est
nécessaire a la cellule est toutefois un
prérequis avant d’ouvrir de nouvelles
perspectives thérapeutiques basées sur
le blocage spécifique du site de recon-
naissance des ARN viraux dépendants de
I"IRES sur le ribosome, mais sans pertur-
ber le fonctionnement de la cellule hdte.
RACKL est conservée de la drosophile a
I’lhomme, un homologue existe égale-
ment chez la levure. Linvalidation géné-
tique de RACK! chez les drosophiles et les
souris est létale [14, 15], suggérant un
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role crucial de RACKL dans le dévelop-
pement. Cependant, lorsque I'invalida-
tion de RACKI est faite de fagon condi-
tionnelle chez des drosophiles adultes,
celles-ci sont viables, et, d’autre part,
les souris RackI™~ meurent & I’étape de
gastrulation [15], ce qui signifie que
RACKI n’est requis que pour la traduction
d’une sous-population d’ARNm. Un role
de RACK1 dans la traduction d’ARNm cel-
lulaires dépendants de I'IRES est donc a
considérer, car certains ARNm cellulaires
peuvent étre traduits a I'aide d’un IRES
de maniére exclusive (c’est le cas de
genes du développement, d’oncogenes)
ou mixte. Dans ce dernier cas, il est pro-
posé que les ARNm utilisent la traduction
dépendante de la coiffe en conditions
physiologiques et la traduction dépen-
dante de I'IRES en situation d’urgence,
la structure IRES ne se dévoilant qu’en
réponse a des situations particuliéres
comme la réponse a un stress [16]. La
traduction dépendante de I’IRES per-
met, dans ce cas, une synthése pro-
téique rapide et efficace en réponse a
une situation mettant en jeu la survie de
la cellule.

Au niveau fondamental, nos résultats
démontrent une fois encore que des
études menées sur les virus permettent
d’identifier des mécanismes cellulaires
fondamentaux impliqués dans la tra-
duction des ARNm, et confirment la
complexité du mécanisme de traduc-
tion. Nos travaux offrent de nouvelles
clés pour comprendre « le code du
ribosome » qui, selon la composition
en protéines du ribosome, traduirait
sélectivement certains ARNm, d’autres
non. ¢

From fly to man: RACK1, an essential
actor of the dependent viral
translation of IRES
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Role du VEGF dans

I’épuisement des lymphocytes T

intratumoraux

Thibault Voron!, Eric Tartour™?, Julien Taieb®3, Magali Terme!

> La reconnaissance des cellules tumorales
par le systéme immunitaire et la capacité
de ce dernier a réprimer le développement
des tumeurs ont été évoquées il y a plus
d’un siécle par Paul Erhlich (1909), puis
reformulées en 1957 par Sir Macfarlane
Burnet et Lewis Thomas sous le concept
d’immunosurveillance antitumorale. Il a
toutefois fallu attendre la fin des années
1990, et "amélioration des modéles pré-
cliniques immunodéficients, pour que cer-
taines équipes réexplorent 'influence du
systeme immunitaire dans le contrdle du
cancer et valident ce concept d’immuno-
surveillance. Ce concept est, a I’heure
actuelle, a la base des études d’immuno-
logie antitumorale. Cependant, les cellules
tumorales acquiérent progressivement des
propriétés leur permettant d’échapper a la
surveillance continue du systéme immuni-
taire. Parmi ces propriétés, la capacité a
induire un microenvironnement immuno-
suppresseur! favorisant I"accumulation
de cellules immunorégulatrices, telles que
les lymphocytes T régulateurs (Treg) et les
cellules myéloides suppressives (MDSC)
[1], ainsi que Iinhibition des fonctions
des lymphocytes T CD8* (LT CD8*) effec-
teurs [2]. Cette perte de fonction, appelée
« épuisement » (exhaustion), est associée
a I'expression de molécules de costimu-
lation inhibitrices telles que program cell
death-1 (PD-1), T-cell immunoglobulin
and mucin 3 domain (TIM-3), cytotoxic
T lymphocyte antigen (CTLA-4) ou lym-
phocyte activation gene 3 (LAG-3). La
liaison de ces molécules a leurs ligands
(présents dans le microenvironnement

<> Voir a ce propos le numéro thématique publié par méde-
cine/sciences en avril 2014 sur « Microenvironnements tumo-
raux : conflictuels et complémentaires ».

m/sn® 8, vol. 31, mai 2015
DOl :10.1051/medsci/20153105004

NOUVELLE

Ulnserm U970, PARCC
= (Paris cardiovascular research center),

Université Paris-Descartes, Sorbonne Paris Cité,

56, rue Leblanc, 75015 Paris, France ;

% Service d’immunologie biologique,

hopital européen Georges Pompidou, AP-HP,
20, rue Leblanc, 75015 Paris, France ;

3 Service d’hépatogastroentérologie et d’oncologie digestive,

hopital européen Georges Pompidou, AP-HP, 20, rue Leblanc,
75015 Paris, France.

magali.terme@inserm.fr

thibault.voron@gmail.com

tumoral) aboutit a une perte graduelle des
fonctions des LT CD8" infiltrant les tumeurs
(prolifération, production de cytokines,
cytotoxicité). Au sein de ce microenviron-
nement tumoral, le vascular endothelial
growth factor (VEGF)-A a longtemps été
étudié pour ses propriétés proangiogé-
niques, c’est-a-dire favorisant le dévelop-
pement de vaisseaux sanguins au niveau
de la tumeur. Des traitements antiangio-
géniques, ciblant, entre autres, le VEGF ou
ses récepteurs, ont été développés (tels
que le bevacizumab, un anticorps mono-
clonal anti-VEGF) et sont actuellement
utilisés en clinique. Cependant, le VEGF-A
possede également des propriétés immu-
nomodulatrices favorisant I’échappement
des cellules tumorales a la surveillance par
le systéme immunitaire (induction de Treg
et cellules myéloides suppressives) [3].

Le blocage de la voie VEGF-A/

VEGF-R est suffisant pour diminuer
I’expression de PD-1 a la surface des
lymphocytes T CD8" infiltrant la tumeur
Plusieurs études laissaient supposer un
role de la voie VEGF-A/VEGFR dans I’épui-
sement des LT CD8" infiltrant la tumeur
et dans 'expression, a leur surface, de
molécules de costimulation inhibitrices
telles que PD-1. D’une part, Ozao-Choy et
al. avaient montré que I"administration
de sunitinib (inhibiteur de tyrosine kinase
multicible bloquant VEGF-R1, -R2, -R3,
PDGFRa [platelet-derived growth factor
receptor], PDGFRb, FLT3 et c-kit [deux
récepteurs de facteurs de croissance, FLT3L
et le stem cell factor, respectivement]) a
des souris porteuses de tumeurs limitait
Iexpression de ’ARNm codant pour PD-1

au niveau des lymphocytes infiltrant les
tumeurs [4]. D’autre part, des études in
vitro avaient révélé que le VEGF pouvait
diminuer la fonctionnalité de lymphocytes
T humains (prolifération) [5, 6]. Nous
avons donc émis I’hypothese que la voie
VEGF-A/VEGFR pouvait étre impliquée dans
I’épuisement des LT CD8" intratumoraux.
Afin d’analyser 'effet du blocage de la
voie VEGF-A/VEGFR sur I’épuisement des
LT CD8*, nous nous sommes tout d’abord
intéressés a I'impact de différents antian-
giogéniques, ciblant la voie VEGF-A/VEGFR
(sunitinib ou anti-VEGF-A murin) ou non
(masitinib), sur I'expression de PD-1 a la
surface des LT CD8" infiltrant une tumeur
colique CT26 greffée par voie sous-cutanée
et produisant de fortes quantités de VEGF-
A. Nous avons ainsi observé que seuls les
traitements antiangiogéniques bloquant
cette voie VEGF-A/VEGFR induisaient une
diminution de Iexpression de PD-1 a la
surface des LT CD8" infiltrant la tumeur,
contrairement a un traitement par masiti-
nib, alors méme que le ralentissement de
la croissance tumorale était similaire quel
que soit 'antiangiogénique administré [7].
De plus, cette diminution de I’expression
de PD-1 sur les LT CD8" était associée a
une restauration de fonction (production
d’interféron gamma [IFNY]). €nfin, lorsque
le traitement par anti-VEGF-A était associé
a une élimination des LT CD8* (par I'utili-
sation d’un anticorps anti-CD8), I'effet du
traitement anti-VEGF-A était moindre. Ces
premiers résultats laissaient donc suppo-
ser que I'effet antitumoral observé apres
traitement par anti-VEGF-A n’était pas
simplement lié¢ a une activité antiangiogé-
nique, mais également a un effet stimulant

473



474

Galectine-9

Figure 1. Le VEGF produit par la tumeur est impli-
qué dans ’épuisement des LT CD8" cytotoxiques.
Le VEGF sécrété par la tumeur augmente I"expres-
sion des molécules de costimulation inhibitrices
(PD-1, TIM-3, CTLA-4, LAG-3) a la surface des LT
CD8" infiltrant la tumeur, via le VEGFR2. Cet effet
peut étre inhibé par I'utilisation de molécules
anti angiogéniques (AA) ciblant la voie VEGF-A/
VEGFR. La liaison de ces molécules de costi-
mulation inhibitrices a leurs ligands, présents
dans le microenvironnement tumoral (PD-L1 et
galectine-9, les ligands de PD-1 et TIM-3 étant
exprimés en partie par les cellules tumorales, les
ligands de CTLA-4 et LAG-3 étant exprimés par
les cellules présentatrices d’antigene présentes
dans le microenvironnement tumoral), induit

I"épuisement de ces LT CD8*.

sur 'immunité antitumorale, et que le
VEGF-A pouvait moduler I'expression de
PD-1 a la surface des LT CD8".

Le VEGF-A agit directement sur
I’expression de PD-1 sur les
lymphocytes T CD8" activés

Afin de déterminer si le VEGF-A avait
une action directe sur les LT CD8*, nous
avons évalué I’expression des récep-
teurs du VEGF-A (VEGF-R1 et VEGF-R2)
sur les LT CD8" in vivo. Nous avons ainsi
observé que seuls les LT CD8" infiltrant les
tumeurs exprimaient VEGF-R1 et VEGF-
R2, contrairement aux LT CD8" spléniques
de souris naives ou porteuses de tumeurs.
La stimulation, par des doses croissantes
d’anticorps anti-CD3, de LT CD8" purifiés
a partir de la rate de souris naives per-
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mettait d’induire I"expression de VEGF-R1
et -R2 a leur surface. Cela suggére que
I’expression des récepteurs du VEGF était
associée a I'activation des lymphocytes.
Dans ces mémes conditions, I'ajout de
VEGF-A permettait d’augmenter I'expres-
sion de PD-1 a la surface des LT CD8".

Le VEGF-A module le degré
d’épuisement des lymphocytes T
cytotoxiques infiltrant la tumeur

Bien que PD-1 soit la molécule de co-sti-
mulation inhibitrice principalement asso-
ciée a I"épuisement des lymphocytes T, son
expression membranaire peut également
refléter une activation transitoire de ces
lymphocytes [8]. D’autres molécules de
costimulation inhibitrices ont été asso-
ciées a I’épuisement des lymphocytes,
telles que TIM-3, CTLA-4 et LAG-3 [9]. De
facon intéressante, nous avons mis en évi-
dence, in vitro, que non seulement le VEGF-
A modulait directement I"expression de
PD-1 a la surface des LT CD8* activés, mais
qu’il était également responsable d’une
augmentation de I’expression d’autres
molécules de costimulation inhibitrices
(TIM-3, CTLA-4) et d’une augmentation de
la densité de ces molécules (TIM-3, CTLA-4
mais aussi LAG-3) [7]. De plus, le VEGF-A
favorisait la coexpression simultanée de
ces molécules, qui est associée a un degré
d’épuisement plus important du lympho-
cyte [7]. Afin de valider le role modula-
teur de la voie VEGF-A/VEGFR sur I'épui-
sement des lymphocytes T cytotoxiques,
nous avons ensuite évalué 'intérét d’un
traitement par anti-VEGF-A en mesurant
I’expression de ces récepteurs associés
a I'épuisement des LT CD8” infiltrant des
tumeurs sous-cutanées, mais également
hépatiques. Uadministration d’un anti-
VEGF-A permettait de réduire la proportion
de LT CD8" intratumoraux coexprimant
trois ou quatre molécules de costimulation
inhibitrices.

Intérét d’une combinaison
thérapeutique associant un anti-
VEGF-A a un anti-PD-1

Avec le développement récent de nou-
velles stratégies d’immunothérapies

anticancéreuses bloquant les molé-
cules de costimulation inhibitrices
(anti-CTLA-4, anti-PD-1) et offrant
des réponses objectives prolongées,
les stratégies thérapeutiques visant a
restaurer une immunité antitumorale
efficace semblent prometteuses. Tou-
tefois, ces réponses objectives ne sont
pas observées chez tous les patients
(31 % de réponses objectives dans le
mélanome avec un anti-PD-1 [10] et
11 % avec un anti-CTLA-4 [11, 12]),
suggérant que chez certains patients,
cette restauration de I"immunité pour-
rait étre insuffisante. €n diminuant la
proportion de LT CD8" épuisé, exprimant
différentes molécules de costimulation
inhibitrices, un traitement par anti-
VEGF-A pourrait permettre d’accroitre
la sensibilisation des tumeurs a des
immunomodulateurs tels que I"anti-
PD-1. Afin de tester cette hypothese,
nous avons tout d’abord analysé I’effet
d’un traitement par anti-PD-1 sur des
sarcomes murins produisant du VEGF
(MEF [murine embryonic fibroblasts])
ou non (MEF-KO). De fagon intéressante,
I’effet antitumoral de I’anti-PD1 n’était
observé que sur les tumeurs MEF-KO, ce
qui suggere que le VEGF-A intratumoral
limitait I"action de I’anti-PD-1. De la
méme maniere, le traitement par anti-
PD-1 seul paraissait inefficace sur les
tumeurs CT26, alors qu’une association
anti-PD-1 + anti-VEGF-A avait un effet
antitumoral supérieur a celui d’un trai-
tement par anti-VEGF-A seul [7].

Conclusion

L’ensemble de ces résultats montrent
pour la premiere fois le role clé, et
direct, du VEGF-A présent dans le
microenvironnement tumoral sur
I’épuisement des LT CD8" intratumo-
raux (Figure 1), et suggére un effet
synergique de I’association d’un anti-
VEGF-A a un anti-PD1. Deux essais
cliniques associant le bévacizumab
(anti-VEGF) a un anti-PD-1 sont en
cours pour évaluer I'intérét d’une telle
combinaison dans le cancer du rein
métastatique (NCT02348008) et dans



le cancer pulmonaire non a petites cel-
lules métastatique (NCT02039674). ¢
Impact of VEGF-A in exhaustion of
intratumoral T cells

LIENS D’INTERET

Julien Taieb déclare participer a des activités de
conseil et colloques pour [’entreprise Roche.
Thibault Veron, Eric Tartour et Magali Terme
déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant
les données publiées dans cet article.

REMERCIEMENTS

Ces travaux ont été financés et soutenus par
Roche, Pfizer, Association pour la recherche
contre le cancer, Ligue contre le cancer, et
association des gastroentérologues onco-
logues. Thibault Veron a été financé par
I’association Benoit Malassagne, la société
frangaise de chirurgie digestive, ['assistance
publiquehdpitaux de Paris (APHP-FERCM).

Magali Terme a été financée par le site de

recherche intégré sur le cancer -programme
cancer research for personalized medicine
(CARPEM), I’association des gastroentérolo-

gues oncologues, le labex immunooncology.

REFERENCES

—

. Bruchard M, Ghiringhelli . Microenvironnement
tumoral : cellules régulatrices et cytokines
immunosuppressives. Med Sci (Paris) 2014 ; 30 :
429-35.

. Galon J, Bindea G, Mlecnik B, et al.
Microenvironnement immunitaire et cancer : intérét
de "immunoscore pour prédire I’évolution clinique.
Med Sci (Paris) 2014 ; 30 : 439-44.

3. Voron T, Marcheteau €, Pernot S, et al. Control of the
immune response by pro-angiogenic factors. Front
Oncol 2014 ;4 :70.

. 0zao-Choy J, Ma G, Kao J, et al. The novel role
of tyrosine kinase inhibitor in the reversal of
immune suppression and modulation of tumor
microenvironment for immune-based cancer
therapies. Cancer Res 2009 ; 69 : 2514-22.

. Gavalas NG, Tsiatas M, Tsitsilonis 0, et al. VEGF
directly suppresses activation of T cells from ascites
secondary to ovarian cancer via VEGF receptor type 2.
BrJ Cancer 2012 ; 107 : 1869-75.

~

S

2]

NOUVELLE

Le dernier sursaut des cellules

mourantes

€tape clé de la morphogeneése tissulaire

Bruno Monier’?, Melanie Gettings®?, Guillaume Gay®, Thomas

Mangeatl’z, Sonia Schott2, Ana Guarner?, Magali Suzanne

Lapoptose, sculpteur passif de formes
cellulaires

l'apoptose - ou mort cellulaire program-
mée - est un processus cellulaire essen-
tiel dont la dérégulation peut entrainer
de nombreuses pathologies [1]. €lle
joue un réle majeur dans la prévention
naturelle du développement d’un cancer
au sein d’un organisme, par I’élimina-
tion de cellules endommagées ou mal
placées. €n effet, I'inhibition de I'apop-
tose permet aux cellules cancéreuses de
survivre, malgré leur localisation aber-
rante et leur prolifération anormale.
Au contraire, I’excés d’apoptose peut
entrainer le développement de maladies
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neurodégénératives. Ainsi, Iapoptose
apparalt comme un processus cellulaire
qui doit étre finement régulé.

Outre son role dans différents contextes
pathologiques, I"apoptose est essen-
tielle au cours du développement [2, 3].
C’est d’ailleurs dans ce contexte gqu’elle
a été initialement identifiée chez des
organismes modeles tels que le ver a
soie et le tétard. Il a ensuite été montré
que ce phénomeéne était extrémement
conservé au cours de I’évolution. €n
effet, son déclenchement repose sur
IPactivation de protéases spécifiques
appelées caspases, retrouvées dans la
chaine évolutive du ver a soie jusqu’aux
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mammiferes, et qui se chargent de
dégrader de fagon coordonnée les dif-
férentes structures cellulaires [4]. Cette
dégradation progressive aboutit a la
formation de corps apoptotiques consti-
tués de débris des différents organites
enveloppés d’une membrane. Ces corps
apoptotiques permettent une élimina-
tion « propre » des cellules, sans déver-
sement du contenu cellulaire a I"exté-
rieur, et donc sans inflammation ; ils
seront ensuite éliminés par les macro-
phages.

Au cours du développement, I’apoptose
permet de réguler le nombre de cellules
au sein d’un tissu, mais aussi de sculpter
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Figure 1. Analyse de I"apoptose au cours du processus de développement de la patte de drosophile. A. Modéle de remodelage tissulaire dépendant

de 'apoptose : tissu de patte en cours de développement. Le code couleur permet de différencier des éléments situés a différentes profondeurs

dans le tissu. B. Cellule débutant le processus de mort cellulaire programmée ou apoptose, reconnaissable par le marquage violet (qui marque

I'activité des caspases, protéases spécifiquement activées lors de I’apoptose). Dans cette cellule, on observe une structure particuliére formée

par le cytosquelette d’acto-myosine (dégradé vert-jaune-orange) qui est responsable de la génération d’une force spécifiquement dans la cellule

mourante, entrainant la déformation apicale de I’épithélium (téte de fléche blanche).

différentes structures [2, 3]. Parmi les dif-
férents modeles de morphogenese dépen-
dant de ’apoptose (cceur, intestin, mains),
la formation des doigts chez les vertébrés a
été trés étudiée. Selon ces études, I"apop-
tose, par la simple élimination de cellules,
agirait comme un sculpteur sur pierre qui
élimine progressivement de petits frag-
ments afin de révéler une nouvelle forme.
Dans ce modele, le role de I'apoptose sur
son environnement était considéré comme
essentiellement passif, se bornant a la
simple élimination des cellules qui n’étaient
plus nécessaires [5]. Les travaux de notre
équipe révelent, que loin d’étre une simple
élimination passive de cellules, la mort cel-
lulaire programmée ou apoptose intervient
activement dans la morphogenese.

Le role actif de I’apoptose

dans la morphogenése tissulaire

chez la drosophile

C’est dans ce contexte de morphogeneése
- ou changement de forme tissulaire -
que le processus d’apoptose est étudié
dans notre équipe. Nous avons montré
que loin de se limiter a I’élimination

m/sn® 8, vol. 31, mai 2015

pure et simple de cellules, I'apoptose
joue un role actif dans le remodelage
tissulaire, notamment dans la forma-
tion de plis au sein d’un épithélium au
cours du développement. Afin de tester
I"influence des cellules apoptotiques
sur leur environnement, nous avons uti-
lisé comme modele d’étude la patte
de Drosophile [6]. Ce modéle présente
de nombreux avantages. Tout d’abord,
I"apoptose y survient de fagon sponta-
née (il n’est pas nécessaire de I'induire
artificiellement) et stéréotypée a un
moment précis - au tout début de la
métamorphose - et a un endroit précis
- au niveau des futures articulations de
la patte. Un second avantage est la dis-
ponibilité de nombreux outils génétiques
et un temps de génération court chez ces
drosophiles, qui permettent de disséquer
la fonction de différents genes aisément.
Enfin, le tissu de la patte en cours de
développement peut étre mis en culture
et son développement suivi au cours du
temps directement par observation au
microscope, ce qui permet d’aborder la
dynamique du processus a différentes

échelles, tissulaire, mais aussi cellulaire
(F[gure 1A-B).

€n utilisant ce modeéle, nous avons
montré que chaque cellule apoptotique
génere avant de mourir une force repo-
sant sur la formation d’un cable apico-
basal contractile d’acto-myosine (I’un
des principaux moteurs moléculaires
responsables des changements de
forme cellulaire). La contraction de
ce cdble entraine la déformation tran-
sitoire de la surface apicale de I’épi-
thélium, et, en conséquence, une aug-
mentation de tension dans les cellules
voisines. Finalement, la synergie de
plusieurs cellules apoptotiques dans
un domaine restreint permet une aug-
mentation de tension suffisante pour
entrafner la formation d’un pli, étape
clé dans le remodelage tissulaire ou
morphogenése [7].

Afin de tester si ces forces apopto-
tiques constituent le signal initial res-
ponsable du changement de forme
du tissu, un modele biophysique de
I’épithélium a été élaboré en collabo-
ration avec la société DamCB. Dans ce



Figure 2. Modélisation de I’épithélium en cours de remodelage. A. Modeéle de tissu de patte avant

I’élimination des cellules apoptotiques. B. Modele de tissu apres la disparition de 30 cellules

apoptototiques, en présence d’une contraction apicale (fléches vertes) mais en I"absence de

force apico-basale. €. modele de tissu apres la disparition de 30 cellules apoptotiques, en pré-

sence d’une force apico-basale (fléche violette) et d’une contraction apicale (fleches vertes).

modeéle théorique tridimensionnel, il a
été montré que les forces apoptotiques
(force apico-basale suivie de sa pro-
pagation apicale) sont & la fois néces-
saires et suffisantes pour entrainer la
formation d’un pli. Le modele permet
d’explorer des situations hypothé-
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tiques inaccessibles in vivo : le pli ne
se forme pas dans le modele si, toutes
choses égales par ailleurs, la force de
traction apico-basale n’est pas exer-
cée (Figure 2). Le modele montre aussi
la robustesse de I’enchainement des
événements conduisant a la forma-
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tion du pli, suggérant que ce nouveau
mécanisme pourrait survenir dans tout
type d’épithélium [7, 8].

Ce travail constitue une avancée
importante avec, notamment, la
démonstration que les cellules apop-
totiques peuvent jouer un role moteur
dans la morphogeneése. 'apoptose est
également impliquée chez les verté-
brés dans la courbure du tube neu-
ral, et son absence peut entrafner
des malformations nommées spina
bifida. Il sera donc trés intéressant
de déterminer si les cellules mou-
rantes génerent également une force
dans les cellules mammiféres, dans
des contextes développementaux et
pathologiques. ¢

The last surge of cell death, the key
stage of the tissular morphogenesis
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L’enfer apres le plaisir
Contribution de I’habénula latérale

aux symptomes dépressifs des drogues

Kristina Valentinova®%*, Anna Tchenio%%”, Frank J. Meyel'z’s,
1,2,3

Salvatore Lecca®3, Manuel Mameli

> La prise de drogue est initialement
associée a I'euphorie qu’elle engendre.
Au niveau cellulaire, cela implique une
libération accrue et rapide de la dopa-
mine, connue comme le « neuromodu-
lateur du plaisir ». Cet effet hédonique
s’oppose a des états émotionnels néga-
tifs intenses, tels que I"anxiété et la
dépression, qui se manifestent lors de
périodes de manque [1]. Cette bréve
revue a pour but de décrire les connais-
sances actuelles de ces effets néga-
tifs des drogues, leur importance dans
I’addiction, et les circuits neuronaux
les sous-tendant. €n particulier, nous
détaillerons I'importance de I’habénula
latérale et ses adaptations neurophy-
siologiques, a la lumiere des résultats
de nos travaux récemment publiés dans
Nature Neuroscience [2].

Les symptomes dépressifs dans
I’addiction

Des symptomes d’anxiété et de dépres-
sion ont été rapportés par les individus
présentant une addiction a la cocaine
pendant la période de manque [3].
U'émergence d’états négatifs apres 'ad-
ministration de cocaine chez les ron-
geurs [4] suggére que des symptdmes
similaires peuvent étre observés chez des
modeles animaux. En effet, le syndrome
de manque chez le rat est marqué par
une perte d’intérét pour les récompenses
naturelles (alimentaires ou sexuelles)
[5]. Selon la théorie des processus

Voir la série « addiction » que publie médecine/sciences
depuis le numéro d’avril 2015, et notamment Iarticle de M.
Arrango-Lievano et M.G. Kaplitt, page ??? de ce numéro [15].
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opposés, les états négatifs induits par
les drogues seraient dus @ une adapta-
tion des circuits neuronaux codant un
message « d’anti-récompense » [1].
Notamment, des études in vivo chez le
rat montrent une réduction des taux
extracellulaires de dopamine lors du
sevrage [6].

L'usage de drogues n’est pas en soi un
comportement addictif. De méme, 'ins-
tallation d’une addiction ne dépend
pas uniquement de la prise répétée de
drogue, mais est tributaire de plusieurs
facteurs, notamment I’environnement
dans lequel la substance est consommée
ainsi que la vulnérabilité individuelle
[15] et le type de drogue (Figure 1A-B)
(=»). Seuls environ 20 %

. j (=) Voir page 22?2
des utilisateurs déve-

de ce numéro
loppent une addiction

[7]. Celle-ci correspond a la transition
d’une consommation contrdlée et occa-
sionnelle de drogues a une consom-
mation excessive, et ce, en dépit de la
connaissance de ses conséquences néga-
tives. A plus long terme, la recherche ou
la prise de drogues deviennent irrépres-
sibles et compulsives, c’est la perte de
controle associée a I"émergence d’états
émotionnels négatifs, qui marquent le
stade tardif et complet de I"addiction
sévere [1] (Figure 14). U'aspect négatif
devient de plus en plus prédominant
avec la prise chronique de drogue. La
consommation de drogue pour suppri-
mer I’état aversif pourrait jouer un réle
important dans I'installation de I'addic-
tion, son maintien et les rechutes [1].
Cette hypothése a justifié I'utilisation
d’antidépresseurs, qui, malgré leur faible

efficacité, diminuent dans certains cas
la consommation et I"envie irrépres-
sible de drogues lors du sevrage chez les
cocainomanes [3].

La compréhension des mécanismes molé-
culaires de ces effets négatifs reste incom-
plete, les circuits neuronaux impliqués
sont mal connus, ce qui explique qu’aucun
traitement rapide et efficace contre ces
effets négatifs n’ait été proposé.

Le cerveau et I’effet des drogues :

des molécules aux circuits

Au cours de ces derniéres années, plu-
sieurs modifications cellulaires induites
par la prise répétée de drogues ont été
identifiées ainsi que leurs conséquences
au niveau des circuits neuronaux. Parmi
celles-ci, la modulation de la force des
synapses - structures dédiées a la commu-
nication entre les neurones - semble cru-
ciale dans I'effet des drogues. Ce proces-
sus, appelé plasticité synaptique, conduit
a un apprentissage inadapté des actions
liées a la prise et a la recherche de drogue
[8]. Cette plasticité aberrante touche en
particulier les structures cérébrales liées a
la libération de dopamine, qui constituent
le systeme de la récompense.

Le circuit de la récompense a pour role de
favoriser des comportements adaptés a
la survie de 'individu ; il est composé des
structures méso-cortico-limbiques (aire
tegmentale ventrale, cortex préfrontal,
noyau accumbens (NAc) (Figure 1C). Au
centre de ce circuit se situe I'aire teg-
mentale ventrale, qui libére la dopamine
au niveau du noyau accumbens et du
cortex préfrontal. De nombreuses modi-
fications ont été identiées au niveau
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de drogue

(Usage occasionnel)

Type de drogues Cibles

Hallucinogenes

Cannabis CB-Rs
Benzodiazépines GABA-R
Alcool Nombreuses
Nicotine Ach-R
Opiacés Opiates-R
Cocaine DAT
Amphétamine DAT

NMDA, 5 HT-Rs et autres

Symptomes
négatifs de manque

Pouvoir addictif

1
2
2
3
3
4
5
5

Prise malgré les
conséquences négatives

Addiction

Figure 1. Les drogues, leurs cibles au niveau du cerveau et la transition vers I"addiction. A. Les différentes phases de 'addiction. B. Comparaison

de différents types de drogues selon leur cible et leur pouvoir addictif. C. Structures du circuit de la récompense impliquées dans les effets des

drogues : le cortex, le striatum dorsal (DS) et ventral (noyau accumbens ; Nac), I’habénula latérale (LHb), le noyau rostro-médio-tegmental

(RMTg) et I'aire tegmentale ventrale (VTA).

de cette structure en réponse a une
exposition aux drogues. Ainsi, une seule
injection de cocaine suffit a augmen-
ter la fonction synaptique des neu-
rones dopaminergiques de I'aire teg-
mentale ventrale projetant sur le noyau
accumbens. On parle de potentialisation
synaptique [9]. Lors d’une exposition
prolongée, la cocaine induit une plasti-
cité synaptique persistante au niveau de
cette aire, responsable d’une réorgani-
sation fonctionnelle au niveau du noyau
accumbens. Uensemble de ces modifi-
cations contribuent a I’émergence d’une
recherche compulsive de drogue [10].
Dans ce contexte de réorganisation des
circuits neuronaux, on peut se demander
si un contrdle en amont pourrait étre
responsable des perturbations au niveau
de I'aire tegmentale ventrale.

Il a été démontré que les neurones de
I’habénula latérale (LHb) communiquent
directement ou indirectement avec

m/sn® 8, vol. 31, mai 2015

I'aire tegmentale ventrale. Ces neurones
réduisent I'activité des neurones dopa-
minergiques via I'activation des neu-
rones GABAergiques inhibiteurs du noyau
tegmental rostromédial (RMTg) [11]
(Figure 2AB). De plus, I’habénula laté-
rale contrdle des comportements aversifs
et sous-tend la formation de souvenirs
associés a des événements négatifs via
sa connexion avec le noyau tegmental
rostromédial [12]. Ces deux actions de
I’habénula latérale, le contrdle qu’elle
exerce sur le systeme de récompense et
son role dans le traitement des infor-
mations aversives, suggérent que cette
structure pourrait jouer un réle dans
les effets négatifs des drogues. Cette
hypothese est confortée par de récentes
données. L'étude in vivo chez le rat réali-
sée par Jhou et ses collegues [13] révele
une réponse des neurones de I’habénula
latérale a la cocaine 15 a 25 minutes
apres I’exposition a cette drogue. Cette

augmentation d’activité des neurones
dans cette région correspond au codage
d’états aversifs [13]. Cette méme étude
précise que les neurones de I’habénula
latérale activés par la cocaine projettent
spécifiquement vers le noyau tegmental
rostromédial (neurones LHb-RMTg) qui
inhibe les neurones dopaminergiques de
I’aire tegmentale ventrale. €n accord
avec ces observations, notre équipe a
démontré que cette connexion entre I’ha-
bénula latérale et le noyau tegmental
rostromédial est une cible importante
dans les effets de la cocaine [14].

Cocaine, habénula latérale

et symptomes dépressifs

Dans notre étude récemment publiée,
nous avons utilisé un test courant pour
étudier les états de type dépressif chez
la souris, le test de nage forcée (forced
swim test, FST). Les souris sont plongées
dans I’eau et les critéres mesurés sont le
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Figure 2. Réle de I'habénula latérale dans les effets dépressifs de la cocaine. A. Contrdle du systeme dopaminergique par I’habénula latérale

(LHb). La LHb excite les neurones du noyau rostro-médio-tegmental (RMTg) qui, eux-mémes, inhibent I'aire tegmentale ventrale. B. Image des

neurones de la LHb et grossissement de leurs dendrites et de leurs épines. C. Effet de la cocaine au niveau des synapses de la LHb. La cocaine

induit une insertion des récepteurs AMPA a la membrane synaptique, une diminution de I'activité des canaux potassiques, et une augmentation

de I’activité neuronale, nécessaires a I’émergence des comportements dépressifs (& gauche). €n perturbant insertion des récepteurs AMPA & la

synapse, on prévient les effets de la cocaine sur les canaux potassiques, I’activité neuronale ainsi que les symptomes dépressifs émergeant lors du

manque (a droite). Ter. présynaptique : terminaison présynaptique

temps d’immobilité et de nage. Une aug-
mentation du temps d’immobilité reflete
une perte de motivation et un état
dépressif. Dans notre étude, nous avons
exposé des souris a la cocaine de fagon
chronique ; cette période était suivie
d’un temps de sevrage a la suite duquel
les souris étaient soumises au test de
nage forcée. Nous avons constaté que
ces animaux restent immobiles plus
longtemps, ce qui indique la présence de
symptomes dépressifs.

Nous nous sommes ensuite demandé si
des modifications au niveau de I’habé-
nula latérale pouvaient étre a I'ori-
gine de ces états. Nous avons constaté
une augmentation durable de la trans-
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mission excitatrice sur les neurones de
I’habénula qui se projettent sur le noyau
tegmental rostromédial. Parallelement,
nous avons observé une augmentation
de la décharge de ces neurones accom-
pagnée d’une réduction de la fonction
des canaux potassiques, des acteurs
fondamentaux pour I’activité neuronale.
Ces données sont en accord avec le role
de cette connexion entre I’habénula
latérale et le noyau tegmental rostro-
médial dans les comportements aversifs
[13].

Un résultat majeur de cette étude réside
dans I'identification d’un mécanisme
moléculaire qui permet d’expliquer ces
modifications. &€n effet, nous avons

trouvé que la cocaine provoquait I'in-
sertion des récepteurs au glutamate
(AMPAR) @ la membrane synaptique
(Figure 2C, a gauche). €n perturbant ce
mécanisme, nous avons empéché la mise
en place des changements cellulaires
induits par la cocaine dans les neurones
de I’habénula qui se projettent sur le
noyau tegmental rostromédial (Figure
2C, a droite). De plus, cette intervention
était suffisante pour supprimer le com-
portement dépressif qui suit le sevrage
des animaux de la cocaine.

L’ensemble de ces résultats sug-
gerent une relation causale entre
des modifications cellulaires dans
I’habénula latérale et les symptomes



comportementaux dépressifs émergeant
lors de périodes de manque. Cette étude
contribue a la compréhension des méca-
nismes impliqués dans les différentes
phases menant a addiction. ¢

Hell after the pleasure: drug-induced
negative symptoms involve lateral
habenula
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NOUVELLE

Identification de Toddler/
Elabela ou la double vie du
récepteur de apéline

Jean Lesage, Delphine Eberlé, Christophe Breton

>€n 1993, 0’'Dowd et al. [1] identifiérent,
par clonage d’une banque génomique
humaine, un récepteur orphelin de 380
acides aminés appartenant a la famille
des récepteurs a sept domaines trans-
membranaires couplés aux protéines G
et qui partageait 30 % d’identité de
séquence protéique avec le récepteur
de type 1 des angiotensines (AT1). Ce
récepteur fut nommé APJ pour protéine
putative reliée au récepteur AT1. Cing ans
plus tard, Tatemoto et al. [2] isolérent
un ligand endogene de ce récepteur a
partir d’extraits d’estomac de beeuf qui
fut dénommé apéline. Il existe de nom-
breuses formes moléculaires de I"apéline
dérivant de son précurseur (la proapé-
line), et qui sont fortement conservées
dans de nombreuses especes de mammi-
feres et chez ’homme. La pré-proapéline
est un précurseur de 77 acides aminés qui
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donne naissance par clivage a différentes
isoformes moléculaires d’apéline comme
apéline-36, "apéline-17, 'apéline-13
et sa forme pyroglutamylée (pyr-Apl-13)
ou encore I"apéline-12. Ces formes par-
tagent toutes une conservation stricte
de leurs 12 derniers acides aminés car-
boxy-terminaux (Figure 1) nécessaires a
la liaison au récep-
teur AP [10] (=). Le
systéme apélinergique
(apéline et APJ) est
exprimé dans de trés nombreux tissus

(=») Voir la Synthése
de B. Masri et al.,
m/s n° 3, mars 2015,
page 275.

et particulierement dans le cceur, les
poumons, I'endothélium vasculaire, les
reins, le cerveau et les tissus adipeux.
Plusieurs formes moléculaires (majoritai-
rement 'apéline-13) sont circulantes et
conferent le statut d’hormone a I'apéline.
Une décennie d’études a démontré que le
systéme apélinergique est impliqué dans

1
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. Ji H, Shepard PD. Lateral habenula stimulation
inhibits rat midbrain dopamine neurons through a
GABA(A) receptor-mediated mechanism. J Neurosci
2007 ; 27 : 6923-30.

. Stamatakis AM, Stuber GD. Activation of lateral
habenula inputs to the ventral midbrain promotes
behavioral avoidance. Nat Neurosci 2012 ; 15 :
1105-7.

. Jhou TC, Good CH, Rowley CS, et al. Cocaine drives
aversive conditioning via delayed activation of
dopamine-responsive habenular and midbrain
pathways. / Neurosci 2013 ; 33 : 7501-12.

14. Maroteaux M, Mameli M. Cocaine evokes projection-
specific synaptic plasticity of lateral habenula
neurons. J Neurosci 2012 ; 32 : 12641-6.

. Arango-Lievano M, Kaplitt MG. Comorbidité entre la
dépression et I’addiction : vers une cible moléculaire
commune ? Med Sci (Paris) 2015 ; 31 : 222-222.
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des fonctions biologiques tres variées. Il
joue notamment un role particulierement
important dans le maintien de I’lhoméos-
tasie du systéme cardiovasculaire, dans
la régulation hydrominérale et celle du
métabolisme énergétique [3].

Biologie du récepteur AP) et
découverte de Toddler/Elabela

Depuis sa découverte, de nombreuses
études ont démontré que le récepteur
AP) présente des fonctions singulieres
comme par exemple la capacité d’étre
activé par simple étirement dans les
cardiomyocytes, de former des hété-
rodiméres avec d’autres récepteurs
comme avec celui de I'angiotensine 1
induisant I'inhibition d’AT1, ou encore
de fonctionner comme un corécep-
teur permettrant I'entrée du virus
VIH-1 (virus de Iimmunodéficience
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Proapéline (apéline-55)
Apéline-36

Apéline-17
Pyr-apéline-13
Apéline-13

Apéline-12

Preprotoddler (Toddler-54)

Protoddler (Toddler-32)
Toddler-22
Toddler-11

Formes moléculaires de I’apéline

GSLMPLPDGNGLEDGNVRHLVQPRGSRNGPGPWQGGRRKFRRORPRLSHKGPMPF
LVOPRGSRNGPGPWQGGRRKFRRQRPRLSHKGPMPF

Formes moléculaires de Toddler/Elabela

KFRRQRPRLSHKGPMPF
Pyr-RPRLSHKGPMPF
QRPRLSHKGPMPF
RPRLSITKGPMPF

MRFQQFLFAFFIFIMSLLLISGQEPVNLTMRRKLRKHNCLQRRCMPLHSRVPFP
QEPVNLTMRRKLRKHNCLQRRCMPLHSRVPFP

KLRKHNCLORRCMPLHSRVPFP
CMPLHSRVPFP

Figure 1. Formes moléculaires des différents ligands de APJ. Les séquences des peptides dérivés de I"apéline chez I’homme et du peptide Toddler/

Elabela, les deux ligands endogeénes du récepteur AP) sont figurées. 'alignement des séquences montre une conservation stricte des 12 derniers

acides aminés pour I"apéline et des 11 derniers pour Toddler/€Elabela, sans homologie de séquences entre ces deux facteurs.

humaine) dans des cellules humaines
[4]. La liaison des isoformes pepti-
diques de I'apéline a APJ entraine une
trés large gamme de réponses bio-
chimiques : citons 'inhibition de la
production d’AMPc, la phosphoryla-
tion de la protéine kinase B (Akt),
de ERK 1/2, de P70SéK, la mobilisa-
tion de calcium intracellulaire, ou la
synthése de monoxyde d’azote ; ces
actions pouvant étre spécifiques de
tissus, mais aussi spécifiques des iso-
formes de I’apéline qui sont incriminées
dans les tissus et les y induisent [4].
Récemment, la découverte concomi-
tante par deux groupes de recherche
d’un nouveau ligand peptidique endo-
géne d’APJ, dénommé Elabela [5] ou
Toddler [6], et identifié chez le poisson
zébre, ajoute un niveau de complexité
supplémentaire a ce systeme.

Implication de Toddler/Elabela dans la
gastrulation et la cardiogenése

Chez la souris, on savait que I'invali-
dation du géne codant le récepteur AP
causait la mort précoce de pres de 50 %
des embryons en raison de profondes
altérations cardiaques et vasculaires
[7]. €n revanche, les souris ayant une
invalidation génique du géne codant
le ligand apeline naissaient en bonne
santé, sans pathologie cardiovascu-
laire [8]. Cette discordance indiquait
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I’existence probable d’un autre ligand
endogene d’AP) durant le développe-
ment embryonnaire. De fait, deux études
indépendantes et simultanées, menées
I’une par une équipe américaine [6] et
I"autre par des chercheurs de Singapour
[5], ont récemment identifié un nou-
veau ligand peptidique circulant d’APJ
chez le poisson zebre, baptisé Toddler
ou Elabela. Ces auteurs se sont intéres-
sés a des séquences génomiques tres
courtes contenant des cadres de lecture,
mais qui étaient jusqu’alors considé-
rées comme des genes non codants.
Des expériences d’invalidation et une
démarche de caractérisation peptidique
leur a permis d’identifier de nouveaux
facteurs impliqués dans le développe-
ment embryonnaire du poisson zébre.
L'équipe de Pauli et al. [6] a montré que
la perte de fonction du peptide Toddler/
Elabela ou sa surexpression inhibent
les mouvements cellulaires d’épibolie!
durant la gastrulation de I’ceuf, ce qui
perturbe la mise en place du mésendo-
derme. Dans cette étude publiée dans le
journal Science, les chercheurs ont aussi
démontré que Toddler/€Elabela est un
peptide sécrété qui gouverne I'orienta-
tion précoce des cellules embryonnaires
vers les pdles animal ou végétatif durant

1 Ce terme désigne les mouvements cellulaires en cause dans
la gastrulation chez le poisson zébre.

la gastrulation, ce qui fait de Toddler/
Elabela la toute premiére hormone du
développement identifiée. On considé-
rait en effet jusqu’a maintenant que les
étapes précoces de division cellulaire de
I’ceuf fécondé n’étaient gouvernées que
par un programme génétique complexe,
et ne faisait pas intervenir de peptides/
hormones sécrétés.

L’étude menée a Singapour par Chng
et al. [5] a également observé cette
implication de Toddler/Elabela dans
les migrations cellulaires au cours de
la gastrulation. Mais ces chercheurs se
sont ensuite focalisés sur le devenir in
vivo des embryons apreés I'invalidation
de ce peptide. Celle-ci induit de pro-
fondes perturbations dans la différen-
ciation de I"’endoderme, qui affectent
principalement les processus de car-
diogenese ; en I"absence de Toddler/
Elabela, les embryons de poisson zebre
ne forment qu’une ébauche rudimentaire
de cceur; parfois le ceeur est absent, ce
qui est rapidement létal [5]. Enfin, ces
auteurs ont montré que, chez le poisson
zebre, I'expression de Toddler/€labela,
forte durant la gastrulation, diminue
ensuite parallelement a I’émergence de
I’expression du gene codant I'apéline
[6]. Dans cette espéce, le peptide Tod-
dler/Elabela est donc le premier ligand
endogene du récepteur APJ, I'apéline
venant, dans un second temps, agir
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Figure 2. Principales fonctions biologiques de Toddler/Elabela et de ’apéline chez ’homme et dans d’autres espéces.

en synergie avec Toddler/€labela pour
contréler notamment la formation car-
diaque.

Biologie de Toddler/€Elabela chez les
mammiféres et perspectives

Chez le poisson zebre, Toddler/Elabela
est un peptide de 58 acides aminés,
avec une forte conservation phylogé-
nétique chez le poussin, la grenouille,

auteurs ont aussi démontré [9] qu’un
peptide de 32 acides aminés corres-
pondant a la forme maturée et sécré-
tée de Toddler/Elabela était capable
d’induire, in vitro, un processus d’an-
giogenese chez I'homme et la relaxa-
tion de vaisseaux sanguins de souris.
Ces processus seraient moins dépen-
dants de I’endothélium que lorsqu’ils
sont induits par I’apéline-13, indiquant
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NOUVELLE

Implications cliniques
de Pimmunosénescence dans

les maladies rénales chroniques

Jamal Bamoulid?, Clémence Carron!, Thomas Crépin’?,

Philippe Saas?, Didier Ducloux!?

> Uinsuffisance rénale chronique (IRC)
est caractérisée par une perte progres-
sive de la capacité des reins a filtrer le
sang avec pour conséquences une accu-
mulation sanguine de toxines urémiques
et I'apparition de troubles hydroélec-
trolytiques. €lle s’accompagne de la
perte de certaines fonctions hormo-
nales entrainant I’apparition de troubles
phosphocalciques et d’une anémie. Les
causes d’insuffisance rénale chronique
sont multiples, mais les complications
communes : anémie, cedémes, ostéopa-
thie, augmentation du risque de mor-
talité, notamment d’origine infectieuse
et cardiovasculaire. Au stade d’insuffi-
sance rénale terminale, deux traitements
de suppléance sont disponibles : I’épura-
tion extrarénale, encore appelée dialyse,
et/ou la transplantation rénale. Alors
que la dialyse s’accompagne d’une forte
morbi-mortalité, la transplantation
rénale améliore la qualité et I'espérance
de vie des patients, et reste a ce jour
le traitement de choix de I'insuffisance
rénale terminale.

Modifications du systéme immunitaire
au cours de I’insuffisance rénale

Des travaux récents suggeérent que les
modifications phénotypiques et fonction-
nelles du systeme immunitaire au cours de
I'insuffisance rénale chronique pourraient
contribuer a I’état inflammatoire chro-
nique décrit chez ces patients et expli-
quer en partie la surmortalité constatée.
€n effet, I'insuffisance rénale chronique
s’accompagne d’une diminution de I'im-
munité adaptative dont témoignent la
diminution de la réponse vaccinale et
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’augmentation de la susceptibilité aux
infections, toutes deux caractéristiques
de ce que I'on observe chez les personnes
dgées [1]. Carerro et al. [2] ont rap-
porté une augmentation des marqueurs
d’immunosénescence (ce terme désigne
le vieillissement du systéme immunitaire)
chez les patients en hémodialyse. Cette
immunosénescence prématurée serait
secondaire au stress oxydatif et au statut
inflammatoire chronique, induits a la fois
par des facteurs « urémiques » et par les
stimulations antigéniques répétées, liées
aux matériaux bio-incompatibles utilisés
en dialyse. Betjes et al. [3] ont confirmé
cette association entre insuffisance
rénale terminale et immunosénescence
prématurée. n revanche, I'immunosénes-
cence est trés peu documentée chez les
patients aprés une transplantation rénale.
L’amélioration de la fonction rénale et le
sevrage de la dialyse pourraient induire
une réversibilité de "immunosénescence
apres la transplantation.

Immunosénescence : concept et
marqueurs immunologiques
Linflammation chronique et I'activa-
tion lymphocytaire sont deux pierres
angulaires de 'immunosénescence liée a
I’age. Celle-ci contribue au risque accru
de complications dégénératives (can-
cers, infections) et de mortalité carac-
térisant les personnes dgées.
Linvolution thymique, ou perte de la
fonction du thymus, organe impliqué dans
I’éducation des lymphocytes T naifs, est
caractéristique de I'immunosénescence
[4]. €lle débute deés I'adolescence et se
poursuit tout au long de la vie adulte.

Histologiquement, elle se traduit par une
transformation graisseuse du tissu thy-
mique, expliquant la réduction constante
de la capacité de ce tissu a produire
des lymphocytes T naifs et a maintenir
un répertoire immunitaire T polyclonal,
garant de 'efficacité du systeme immuni-
taire de la réponse @ tout nouvel antigene.
Cette involution s’accompagne d’altéra-
tions de la composition et de la fonction
des lymphocytes T: réduction du com-
partiment de lymphocytes T naifs, expan-
sion de celui des lymphocytes T mémoires
caractérisés par la capacité a produire
des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y
[interféron], TNF-o. [tumor necrosis fac-
tor]), restriction oligoclonale du réper-
toire lymphocytaire T, raccourcissement
de la taille des télomeres des lymphocytes
T (sénescence réplicative), diminution de
la capacité fonctionnelle des lymphocytes
T a controler les infections et a répondre
aux vaccins [5]. Les lymphocytes T CD4*
deviennent plus sensibles a I"apoptose
que les lymphocytes T CD8*, ce qui conduit
a une inversion du rapport CD4/CD8. Cer-
taines données suggerent également une
expansion associée du compartiment des
lymphocytes T régulateurs [6]. Les infec-
tions virales latentes, en particulier par
le cytomégalovirus (CMV), contribuent a
I'accélération du phénomeéne d’immuno-
sénescence par la stimulation antigénique
chronique qu’elles entretiennent et qui
favorise I’expansion périphérique d’une
population oligoclonale de lymphocytes T
anti-CMV au détriment des autres popu-
lations lymphocytaires T, conduisant ainsi
a la perte du caractere polyclonal du
répertoire T[5].
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Figure 1. Facteurs contribuant a la persistance ou a ’aggravation de I'immunosénescence accélérée aprés transplantation rénale. Role conjoint de

I’ATG (globulines polyclonales antilymphocytaires) sur les progéniteurs lymphoides en amont du thymus, sur les RTE (recent thymic emigrants, lym-

phocytes T naifs émigrant du thymus) et les lymphocytes T CD4* naifs et du CMV augmentant le pool de lymphocytes T mémoires, puis sénescents.

TREC : T cell receptor excision circles.

Immunosénescence accélérée et états
pathologiques

Plusieurs travaux ont mis en évidence
un phénomene d’immunosénescence
accélérée dans des états pathologiques
associés a une inflammation chronique
et une morbi-mortalité élevée, proche
de celle qui est observée dans la popu-
lation Ggée et la population dialysée.
Les patients irradiés, survivants des
catastrophes atomiques d’Hiroshima et
de Nagasaki, développent une lympho-
pénie T CD4" prolongée associée a une
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augmentation de I'incidence d’infarctus
du myocarde [7]. Uanalyse des lympho-
cytes T met en évidence un renouvelle-
ment faible des populations naives et
une restriction du répertoire entrainant
une altération de I'immunité anti-infec-
tieuse [8]. Le renouvellement a long
terme du pool lymphocytaire se fait aux
dépens de lymphocytes T CD8* mémoires
[9]. Cette reconstitution s’accompagne
d’une augmentation des marqueurs
d’inflammation (protéine C réactive,
IL-6) [10]. Les mémes observations cli-

niques et immunologiques ont été rap-
portées dans la lymphopénie induite par
le virus de I'immunodéficience humaine
(VIH) [11]. €n outre, I’exposition chro-
nique de cette population immunodé-
primée a des pathogenes tels que le CMV
accélérerait 'immunosénescence [12].

Immunosénescence et transplantation
d’organe

Nous avons récemment confirmé qu’une
immunosénescence accélérée existait
chez les patients atteints d’insuffisance
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rénale terminale au moment de la trans-
plantation rénale [13]. On observe
ainsi (1) une dysfonction thymique ;
(2) une proportion élevée de lympho-
cytes T sénescents (CD577CD287) ; (3)
un raccourcissement de la taille des
télomeres et une activité télomérase’
lymphocytaire effondrée. 'amélioration
de la fonction rénale et le sevrage de la
dialyse induites par la transplantation
permettent de corriger - au moins par-
tiellement - 'immunosénescence chez un
certain nombre de patients. €n revanche,
chez d’autres, paradoxalement, I'immu-
nosénescence persiste, voire s’aggrave.
Deux facteurs principaux semblent
contribuer a ce phénomeéne : I'utilisa-
tion de globulines anti-lymphocytaires
polyclonales ou ATG, un traitement de
prévention du rejet aigu d’allogreffe qui
entraine une profonde lymphopénie T, et
I’infection par le CMV. ’ATG induit : (1)
une dysfonction thymique et une dimi-
nution du pourcentage des progéniteurs
lymphoides circulants en amont du thy-
mus ; (2) une augmentation de la pro-
portion des lymphocytes T sénescents,
accentuée par la séropositivité pour le
CMV; (3) une augmentation du pour-
centage des lymphocytes T régulateurs
d’origine périphérique, accentuée par
la dysfonction thymique ; (4) la persis-
tance d’un raccourcissement de la taille
des télomeres et d’une activité télomé-
rase lymphocytaire effondrée (Figure 1).
Ces anomalies ne sont pas observées
chez des patients transplantés, mais qui
ont regu, comme alternative a ’ATG, un
traitement d’induction par basiliximab,

! La télomérase est I’enzyme qui ajoute des répétitions d’ADN
télomérique aux extrémités des chromosomes, évitant leur
raccourcissement.
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un anticorps monoclonal anti-CD25
bloquant I'activation des lymphocytes
T sans entrainer de lymphopénie. Les
conséquences cliniques de la persis-
tance ou de I’accélération de I'immuno-
sénescence apres "administration d’ATG
restent a éclaircir (toxicité thymique
directe ou indirecte, myélotoxicité).
Notre travail montre également que,
chez les patients traités exclusivement
par ATG, une proportion élevée de lym-
phocytes T sénescents au moment de la
transplantation est associée a un risque
plus élevé de maladies a CMV et a une
augmentation de I'incidence cumulée
de rejets aigus. Ceci suggere que I’ATG
accroft les conséquences de ces altéra-
tions immunologiques. Un travail récent
suggere aussi que I’expansion des lym-
phocytes T sénescents apres transplan-
tation est associée a une dysfonction
chronique du greffon rénal a long terme
[14]. Le rdle pathogéne des lympho-
cytes T sénescents reste controversé,
méme s’il est de plus en plus décrit dans
diverses maladies auto-immunes ou
auto-inflammatoires [15]. Les méca-
nismes physiopathologiques impliquant
ces lymphocytes sont encore mal connus,
notamment en transplantation rénale.
€nfin, si cette implication était avérée, il
resterait néanmoins a découvrir comment
prévenir ou inverser ce phénomeéne. ¢
Clinical consequences of immuno-
senescence in chronic kidney diseases
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NOUVELLE

Vue de l’intérieur

Des circuits génétiques pour ’analyse de
profils moléculaires intracellulaires

Nicolas Lapique, Yaakov Benenson

Rencontre entre biologie naturelle

et synthétique

La capacité des organismes multicel-
lulaires a coordonner les fonctions de
cellules spécialisées est parfois mena-
cée par la dérégulation d’une fonction
particuliere. Afin d’identifier un dys-
fonctionnement pouvant étre d’origine
endogeéne ou produit par un agent exté-
rieur, 'organisme ne cesse de controler
une myriade de parametres pour se tenir
prét a opposer une réponse adaptée au
probleme. Il peut arriver que le corps
produise une meilleure réponse avec
I’aide d’un agent médicamenteux, mais
il est tres rare que les molécules théra-
peutiques agissent avec autant de par-
cimonie et de précision que le systéme
vivant. Il est évidemment souhaitable
que les traitements chimiques soient
toujours mieux ciblés, et on peut envisa-
ger produire des médicaments capables
d’analyser leur environnement avant
de décider de libérer leur(s) agent(s)
actif(s). Dans Le voyage fantastique’,
un film de 1966, un traitement « intel-
ligent » avait été imaginé a partir d’un
sous-marin qui avait été miniaturisé
avec un équipage de scientifiques a
bord, le tout injecté chez une personne
dans le coma. Avec quatre personnes
aux commandes, le vaisseau-médi-
cament pouvait intégrer une quantité
innombrable d’informations et, ainsi,
agir de maniere tres ciblée et efficace.
Les machines fabriquées de nos jours
ont une capacité d’analyse toujours plus
grande, mais elles restent trés limitées

! Film américain de science-fiction réalisé par Richard
Fleischer en 1966.
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dans leur capacité de décryptage des
réseaux d’informations des systémes
vivants. La construction, a partir des
processus d’ingénierie classiques, de
«nanomachines » capables de pénétrer
dans les cellules et d’interagir avec des
molécules présentes en quantités infi-
nitésimales n’est pas une mince affaire.
Un systeme créé a partir de composants
biologiques se révele étre généralement
bien mieux adapté pour fonctionner dans
les cellules. La biologie synthétique est
un nouveau domaine de recherche qui
applique les principes de I'ingénierie, et
crée, a partir des « briques » élémen-
taires du vivant, un dispositif suscep-
tible d’accomplir une fonction désirée.
Grace a Punicité du code de la vie, il est
possible d’assembler et de connecter
entre eux des éléments biologiques pro-
venant du monde bactérien, végétal et
animal, pour les faire fonctionner dans
une grande variété de cellules apparte-
nant a tous les regnes du vivant. Ces nou-
velles « machines biologiques » ont été
principalement développées a partir de
circuits génétiques : ces circuits sont des
ensembles de genes sensibles a leur envi-
ronnement et connectés entre eux par des
mécanismes d’activation et de répression,
dans le but de transmettre une réponse
adaptée aux signaux regus. Des systémes
biosynthétiques ont ainsi été congus pour
des applications trés diverses, telles que
I’utilisation de bactéries pour stocker
de I’information dans leur ADN [1], de
I"optogénétique pour stabiliser I’lhoméos-
tasie du glucose [2,
9] (=») ou encore la
reprogrammation de
bactéries afin de limi-

(=») Voir la Synthése
de G.P. Dugué et

L. Tricoire, m/s n°® 3,
2015, page 291

Department of Biosystems Science
and Engineering, €cole polytechinque
fédérale de Zurich (€THZ),
Mattenstrasse 26, 4058 Bale, Suisse.
nicolas.lapique@bsse.ethz.ch

ter leur multiplication dans les tumeurs
et détruire les cellules cancéreuses [3].
A partir du concept de calcul biomolécu-
laire [4], on peut concevoir des systémes
dont la puissance d’analyse est de plus
en plus poussée. Dans cet article, nous
détaillons les premiere et seconde géné-
rations de circuits génétiques capables
d’intégrer le signal d’une demi-dou-
zaine de molécules, afin d’identifier
précisément différents types de cellules
humaines en fonction des logiques implé-
mentées [5, 6].

Des combinaisons de microARN pour
identifier les cellules cancéreuses

De nombreux criteres morphologiques,
métaboliques ou moléculaires carac-
térisent les cellules cancéreuses. Leur
identification a partir de I’expression de
facteurs endogénes tels que les récep-
teurs, les facteurs de transcription et les
microARN est couramment utilisée, et
certaines de ces molécules représentent
des cibles thérapeutiques. Les microARN
sont de courtes séquences d’ARN inhibi-
trices, qui s’hybrident a un ARN messa-
ger cible, et en régulent négativement
la concentration et la traduction en
protéine. Nous décrivons ici un circuit
génétique que nous avons congu pour
analyser la signature microARN des cel-
lules et agir sur celles-ci en fonction
de leur profil moléculaire. Le circuit est
programmé pour répondre a la détec-
tion d’une combinaison de microARN
tres précise, sous la forme de I'expres-
sion d’une molécule fluorescente ou
d’une molécule toxique, selon que I’on
souhaite respectivement identifier ou
tuer les cellules exprimant un profil
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Figure 1. Fonction logique avec des molécules d’entrées répressives. Le(s) signal(uux) d’entrée

du circuit est (sont) en noir, le signal de sortie est en rouge et le(s) élément(s) d’inversion

du signal en brun(s). La couleur estompée indique I’absence de la molécule. Les connecteurs

A extrémité droite indiquent une action de répression. Table de vérité (A) entrée(s) NON ; (B)

entrée(s) OUI.

moléculaire prédéfini. Il existe des mil-
liers de microARN différents, et chacune
de ces molécules est relativement facile
a détecter, car il suffit d’insérer la
séquence complémentaire dans n’im-
porte quel gene pour le réguler négati-
vement.

Avec les répresseurs tels que les
microARN, la fonction logique la plus
évidente a créer est I'opérateur NON,
qui signifie qu’une sortie est produite
uniquement en I’absence de la molécule
d’entrée ; ainsi, en présence du répres-
seur, la protéine réponse du circuit est
réprimée (Figure 1A, gauche). Il nest
pas plus difficile de produire la fonction

m/sn® 8, vol. 31, mai 2015

logique €T avec deux opérateurs NON :
dans ce cas, une sortie n’est produite
qu’en 'absence de deux types de molé-
cules, toutes deux contrélant négati-
vement la réponse (Figure 1A, centre).
Enfin, la fonction OU de deux opérateurs
NON produira une réponse dans tous les
cas, excepté quand les deux entrées sont
présentes (Figure 1A, droite). Pour les
fonctions OUI, la sortie n’est pas direc-
tement controlée par I’entrée, un niveau
intermédiaire constitué d’un systéme
répresseur doit étre intercalé. Uentrée
microARN va réguler négativement un
répresseur synthétique, qui, a son tour,
va réprimer la production de la sortie.

Ainsi, en présence de I’entrée, le répres-
seur sera réprimé et un signal sortie
sera produit. Inversement, en "absence
d’entrée, le répresseur est présent, ce
qui empéche la production de la sortie
(Figure 1B, gauche). Comme pour I"opé-
rateur NON, il est également possible
d’implémenter des fonctions logiques €T
et OU (Figure 1B).

Fonctionnement d’un profileur

de microARN cellulaire

Linversion d’un signal répresseur en
signal activateur nécessaire a I'im-
plémentation de la logique OUI du
microARN est évidemment la plus com-
plexe, et compose la majeure partie du
circuit (Figure 24) [5]. Le répresseur
synthétique est contrdlé négativement
tant au niveau transcriptionnel que
post-transcriptionnel par le microARN
entrée. Pour le premier, le microARN
va agir sur un activateur (rtTA) situé
en amont qui va agir positivement sur
la production du répresseur (Lacl),
ainsi que sur le répresseur lui-méme
(Figure 2A encadrement jaune). Les
microARN implémentés avec la fonction
OUI ciblent directement la sortie en
I’empéchant de produire une protéine
réponse (Figure 2A, encadrement bleu).
Un profil moléculaire de six molécules a
été établi a partir d’'un atlas d’expres-
sion de microARN [7], qui reconnalt
spécifiquement une lignée cellulaire
dérivée d’un cancer du col de I'utérus
(Hela). Le profil cellulaire peut étre
décrit sous la forme d’une fonction
booléenne, miR-21 €T miR-17-30a €T
NON (miR-141) €T NON (miR-142[3p])
ET NON (miR-146a). Avec cing entrées,
il existe 32 configurations possibles,
dont 31 doivent rester éteintes (Off)
et une seule doit produire une réponse
(On). Chacune des possibilité a été
testée, et seule la configuration du
profil désiré produit le signal voulu
(On) (Figure 2B). Lorsque les trois
entrées NON sont absentes, on peut
observer que la réponse est légerement
produite. Afin d’éliminer au mieux le
signal lorsque le profil moléculaire ne
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Figure 3. Deuxiéme génération de profileur de microARN. A. Le schéma de gauche illustre le probleme de « fuite » de la réponse, avant que les régu-
lateurs soient pleinement opérationnels. Le schéma de droite illustre I’allumage tardif de la réponse pour permettre I'accumulation de modules
régulateurs. B, C. Comparaison des performances du circuit avec et sans controle temporel. On constitutif indique la production de la réponse
sans contrdle, Off constitutif indique la répression de la réponse sans contrdle, et détecteur miR-21 ou circuit 21/17-30a indiquent I"expression
différentielle de la réponse en fonction du type cellulaire. B. A gauche, les schémas montrent les modules détecteur de miR-21 avec (bas) et sans

(haut) contrdle temporel et leurs perfomances respectives (droite). C. A gauche, le schéma montre le circuit classificateur de cellule Hela avec



correspond pas (0ff), un second répres-
seur a été ajouté sous la forme d’un
microARN synthétique (miR-FF4) épissé
a partir de PARN messager du premier
répresseur (Figure 2C). La réponse de ce
systeme prend la forme d’une protéine
apoptotique (hBax), dont I’expression
déclenche la mort cellulaire. U'action de
hBax a été atténuée par une molécule
antidote (Bcl-2), qui sera détruite par
certains microARN lorsque la réponse
est produite. La spécificité et la sen-
sibilité du circuit génétique ont été
testées sur des cellules non cancéreuses
issues de rein embryonnaire (HEK-293),
mélangées a des cellules cancéreuses
Hela (cancer du col de I'utérus). Dans
I’enchevétrement cellulaire in vitro, le
circuit parvient a identifier et éliminer
les cellules cancéreuses tout en préser-
vant les autres (Figure 2C).

Pour dépasser la preuve de concept, il
était important de comprendre pour-
quoi le circuit se déclenchait dans cer-
taines cellules qui ne contiennent pas le
bon profil moléculaire (~10 %), ce qui
constituait un faux positif. €n étudiant
la dynamique de production du circuit
grdace a la cytométrie de flux, nous
avons observé que I'immense majo-
rité des erreurs étaient produites lors
de la phase d’assemblage du circuit
[6] (Figure 3A, haut). Les composants
régulateurs tels que rtTA, Lacl, miR-
FF4 mettent un certains temps (4-6 h)
avant d’étre pleinement opérationnels.
Durant ce laps de quelques heures, le
circuit n’est soumis @ aucun controle.
L’état par défaut de la réponse étant
allumé, le circuit produit la molécule de
sortie a pleine puissance avant d’étre
progressivement régulé par le module
répresseur lorsque ce dernier atteint
la concentration optimale. Un méca-
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nisme retardant la production de la
réponse a été introduit, de fagcon a
ce que la cellule contienne suffisam-
ment de molécules de contréle lorsque
la réponse commence a étre produite
(Figure 3A, bas). Ce retard est généré
par I'intermédiaire d’une recombinaison
génétique [8] : initialement la réponse
est en position inversée, ce qui empéche
sa synthese, puis est finalement recom-
binée dans le sens de production
(Figure 3B, bas). Cette opération — la
production de I’enzyme (Cre recombi-
nase) et la recombinaison — requiert un
certain temps, ce qui permet d’éliminer
presque intégralement les faux positifs.
Les modules détectant les microARN ont
été testés individuellement, et leur dif-
férence d’expression entre les cellules
non cancéreuses dépourvues de miR-21
(HEK-293) et les cellules cancéreuses
exprimant miR-21 (Hela, HCT-116 et
Huh-7) a été améliorée plus de 50 fois
(Figure 3B). Le mécanisme de recom-
binaison a également été installé dans
le circuit d’identification des cellules
Hela, ce qui améliore de pres de 10 fois
ses performances. Cette nouvelle archi-
tecture permet une reconnaissance des
cellules de maniere digitale en élimi-
nant pratiquement toutes les erreurs
d’identification positive. Une configu-
ration du systéme a également été tes-
tée dans laquelle la réponse s’exprime
sous la forme d’une molécule extré-
mement toxique (HSV-TK), et comme
précédemment, le ciblage est sélectif,
un seul type cellulaire est éliminé.

Les performances de la seconde géné-
ration de circuits permettront d’ana-
lyser des profils moléculaires de plus
en plus complexes et, ainsi, d’agir
sur des types de cellules extréme-
ment précis. Le circuit présenté ici

a été spécifiquement développé a
des fins thérapeutiques pour recon-
naitre les cellules cancéreuses. De
nombreuses autres applications, en
recherche comme dans une démarche
diagnostique, requierent une identifi-
cation cellulaire fiable et robuste. La
facilité avec laquelle le circuit peut
€tre programmé pour reconnaftre un
profil moléculaire particulier permet-
tra bientdt son utilisation dans de tres
nombreuses applications. ¢

View of the inside: genetic circuits for
the analysis of intracellular molecular
profiles
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