NOUVELLE

Comment les granzymes

tuent leurs cibles

Denis Martinvalet, Jérome Thiery

Perforine, granulysine et granzymes,
effecteurs de la cytotoxicité

Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
et les cellules natural killer (NK) sont
essentiels a la réponse immunitaire
anti-tumorale et a la défense contre les
pathogenes intracellulaires. Des études
chez la souris et chez I’lhomme ont mon-
tré que I'élimination des cellules can-
céreuses et des cellules infectées par
des pathogenes intracellulaires tels que
les mycobactéries et les virus implique
I’exocytose des granules cytotoxiques
de ces lymphocytes [12]. €n revanche,
I’extinction de la réponse immunitaire
nécessite ’activation de la voie Fas. Les
granules cytotoxiques, des lysosomes
de sécrétion spécialisés, contiennent
la perforine (PFN) et la granulysine -
deux protéines capables de former des
pores dans la membrane plasmique et
d’altérer la paroi des bactéries - ainsi
qu'une famille de protéases a sérine
appelées granzymes. Parmi les cing
granzymes décrites chez I’homme et les
dix identifiées chez la souris, les gran-
zymes A (GzmA) et B (GzmB) sont les
plus abondantes. Une fois les cellules
cibles reconnues, les CTL ou les cellules
NK sécrétent le contenu de leurs granu-
les dans la synapse immunologique. PFN
permet I’entrée des Gzm dans la cellule
cible, déclenchant ainsi des cascades
biochimiques multiples qui, bien que
distinctes, conduisent toutes a la mort
cellulaire [1, 2].

Comment les Granzymes

tuent leurs cibles : une nouvelle

voie apoptotique pour GzmA

Au cours des dernieres décennies,
d’intenses recherches ont permis de
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mieux comprendre les mécanismes
apoptotiques initiés par GzmB. Comme
les caspases, GzmB clive ses substrats
au niveau de résidus acide asparti-
ques, et initie ainsi la perforation de la
membrane externe de la mitochondrie,
libérant des protéines pro-apoptoti-
ques (cytochrome ¢, HtrA2/0mi, endo G,
Smac/Diablo et AIF, apoptosis-inducing
factor) depuis I’espace inter-mem-
branaire de la mitochondrie vers le
cytoplasme. Suivant les cas, cette voie
est dépendante ou indépendante des
caspases [1, 2].

L'essentiel des travaux portant sur la
voie de la mort cellulaire induite par
une autre granzyme, GzmA, a été effec-
tué par I’équipe du Pr. Judy Lieberman.
Au sein de cette équipe, nous avons
montré que la mort cellulaire induite
par GzmA présente toutes les carac-
téristiques morphologiques de I’apop-
tose, c’est-a-dire la condensation de
la chromatine, la fragmentation de
I’ADN, I’externalisation des phospha-
tidyl-sérines a la surface cellulaire,
la perte du potentiel de membrane
(AY,,) mitochondriale et la produc-
tion de ROS (reactive oxygen species)
[13]. Cependant, cette voie est com-
pletement indépendante des caspases
et des protéines anti-apoptotiques
de la famille Bcl,. Dans cette nouvelle
voie apoptotique, la fragmentation de
I’ADN se fait par cassures simple brin.
Par ailleurs, nous avons établi que
le complexe SET est une cible-clé de
GzmA [3]. Ce complexe, qui est associé
au réticulum endoplasmique, com-
prend les nucléases activées par GzmA,
NM23-H1 et TREX 1, la protéine phos-
phatase PP2A et son inhibiteur pp23,

et trois substrats directs de GzmA, les
protéines Set, Apel et HMGB2 impliquées
respectivement dans I’assemblage des
nucléosomes, la réparation des altéra-
tions de "ADN induites par le stress oxy-
datif et le remodelage de la chromatine.
Lors de I'apoptose induite par GzmA, la
translocation rapide du complexe SET
vers le noyau conduit a la dégradation
de la protéine Set par GzmA, libérant
ainsi I’endonucléase NM23-H1 qui, de
concert avec I"exonucléase TREX 1, induit
la fragmentation de I’ADN [4, 5]. €n
méme temps, GzmA clive et inactive
Ku70, HMGB2, Ape 1, empéchant ainsi la
réparation de I’ADN [6-8].

Tous les chemins

pro-apoptotiques de GzmA et GzmB
convergent vers la mitochondrie

La mitochondrie tient une place centrale
dans I'apoptose induite par GzmA. Dans
les minutes suivant le traitement de
cellules avec GzmA et PFN, nous avons
observé une forte production de ROS
accompagnée d’une perte du AW, mito-
chondrial. GzmA agit directement sur
la mitochondrie puisque la production
de ROS et la perte du AW, sont obte-
nues par simple addition de GzmA a des
mitochondries purifiées, en I'absence de
facteurs cytosoliques. Nous avons aussi
démontré que les ROS produites par la
mitochondrie en réponse a GzmA, et en
particulier ’anion superoxyde (0,7),
sont non seulement indispensables pour
la translocation nucléaire du complexe
SET mais aussi pour la mort cellulaire
induite par GzmA et par les CTL. De plus,
la production de ROS et la perte du AW,
ne sont pas accompagnées de la libéra-
tion de protéines pro-apoptotiques de
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I’espace inter-membranaire de la mito-
chondrie vers le cytoplasme. Contraire-
ment a ce qui se passe lors de 'apoptose
induite par GzmB et Fas-L, la membrane
mitochondriale externe demeure intacte
lors de I"apoptose induite par GzmA. Nos
travaux démontrent aussi pour la pre-
miére fois que la production des ROS est
indépendante de I'altération de la mem-
brane mitochondriale externe et que ces
ROS sont nécessaires @ la mort cellulaire
induite par GzmA [9] (Figure 1). Afin de
comprendre les mécanismes molécu-
laires d’induction de ces ROS par GzmA,
nous avons utilisé une approche protéo-
mique a partir de mitochondries puri-
fiées. Nous avons ainsi identifié NDUFS3
(la sous unité 30 kDa du complexe |
NADH : Ubiquinone oxydoréductase de
la chafne respiratoire) comme étant une
cible de GzmA. GzmA hydrolyse NDUFS3 et
inhibe "activité enzymatique du comple-
xe |, conduisant ainsi a la production de
ROS et a la mort cellulaire. €n effet, des
cellules surexprimant une forme non-
hydrolysable de NDUFS3 ne produisent
plus de ROS et deviennent résistantes
a I'apoptose induite soit par GzmA soit
par I"attaque de CTL n’exprimant que
GzmA. Par ailleurs, I’équipe du Dr Dou-
glas Green a démontré que la caspase 3

clive NDUFS1, la sous unité de 75 kDa de
ce méme complexe | de la chafne respira-
toire [10]. Ces résultats montrent donc
que des voies apoptotiques différentes
convergent vers le complexe |, soulignant
ainsi "importance de son inactivation et
de la production de ROS au cours de la
mort cellulaire.

Comment GzmA pénétre t-elle

dans la mitochondrie ?

Tout n’est pas résolu, en particulier,
comment GzmA peut-elle atteindre son
substrat NDUFS3 de localisation mito-
chondriale ? €n effet, GzmA ne possede
pas de séquence d’adressage mitochon-
drial et n’altére pas la membrane mito-
chondriale externe. Un début de réponse
nous vient de "observation que tous
les effets de GzmA sur la mitochondrie
sont dépendants du AY,, mitochon-
drial. €n effet, la valinomycine, un pro-
tonophore qui annule le AW, mitochon-
drial, inhibe I’hydrolyse de NDUFS3 et la
production des ROS induite par GzmA.
Nous avons aussi démontré que GzmA
interagit de fagon spécifique avec les
protéines Hsp70 et Hsp90. En plus de
leur fonction de chaperon, ces protéines
sont des cofacteurs de la machinerie
d’import protéique de la mitochondrie.

Cytoplasme
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Cette machinerie utilise le AW, comme
force motrice afin de faire entrer les
pré-protéines dans I"organite. Il est donc
probable que GzmA utilise cette voie
d’import protéique afin de pénétrer dans
la matrice mitochondriale.

Perspectives

Parce que la mort cellulaire activée par
GzmA est indépendante des caspases
et de Bcl2, elle semble étre un atout du
systeme immunitaire pour lutter contre
les cellules cancéreuses surexprimant
Bcl2 et contre des cellules infectées par
des virus exprimant des inhibiteurs de
caspases. Par ailleurs, une étude récente
a démontré que le complexe SET est
impliqué dans I'altération de I’ADN et
I’apoptose des neurones lors d’accidents
vasculaires cérébraux. Dans cette étude,
les auteurs ont démontré qu’en réponse
a une chute du pH intracellulaire, I’en-
dopeptidase lysosomale a arginine (AEP)
clive Set et libere NM23-H1 afin d’induire
la fragmentation de ’ADN [11]. Les sou-
ris déficientes en AEP sont résistantes a
ce type de mort neuronale. Il en découle
que I'étude de la mort cellulaire induite
par GzmA aidera non seulement a une
meilleure compréhension de I"apoptose
induite par les cellules immunitaires
mais aussi celle induite par le stress des
neurones. De fagon plus générale, ces
travaux devraient faciliter I’élaboration
de nouvelles approches pour le traite-
ment de tumeurs, de maladies auto-
immunes ou neuro-dégénératives. ¢

A novel caspase-independent
apoptotic pathway triggered

by Granzyme A

Figure 1. Mécanismes d'induction de la mort
cellulaire par Granzyme A. Dans le cytosol de
la cellule cible GzmA est transporté dans la
matrice mitochondriale probablement par le
complexe TIM/TOM. GzmA clive NDUFS3 au sein
du complexe | afin de produire des ROS. Ces
ROS permettent la translocation nucléaire du
complexe SET ou GzmA hydrolyse Set permet-
tant aux nucléases NM23-H1 et TREX de frag-
menter I’ADN afin d’induire la mort cellulaire.
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XenoMouse : un tour de force
pour I’obtention d’anticorps
humains chez la souris

Dominique Bellet, Alain Pecking, Virginie Dangles-Marie

Lavénement des anticorps humanisés
Lorsque, en juin et en septembre 2006,
les autorités fédérales américaines
(Food and Drug Administration, FDA)
ont donné leur accord pour la mise sur
le marché et I'utilisation en clinique du
ranibizumab (Lucentis®) et du pani-
tumumab (Vectibix®), ces annonces
n‘ont suscité qu’un intérét modeste
dans les journaux scientifiques ou dans
la grande presse. L'utilisation en cli-
nique de ces médicaments représente
pourtant des premieres mondiales :
ils résultent en effet de I"humanisa-
tion d’anticorps par deux approches
différentes. Le ranibizumab est une
véritable innovation!: c’est un frag-
ment Fab d’un anticorps monoclonal
humanisé d’isotype IgGlk, ou seules
sont conservées les régions CDR (com-

I’innovation se distingue de Iinvention en cela que la
seconde peut étre une idée brillante, mais que la premiére
n’existe que si elle s’incarne. Dans le monde économique, on
ne parle d’innovation que si celle-ci va jusqu’au marché ».
D’apres «Ce que je crois» d’Herve Sérieyx.
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plementarity determining region) muri-
nes alors que les autres régions sont
remplacées par des régions humaines
[1]. Dirigé contre le VEGF (vascular
endothelial growth factor), il est utilisé
pour le traitement intraoculaire de
la dégénérescence maculaire [2, 11].
Le panitumumab (Vectibix®; Amgen),
quant @ lui, est le premier anticorps
entierement humain utilisé en clinique
et produit par une souris transgéni-
que, la fameuse « XenoMouse » [3].
C’est une immunoglobuline d’isotype
lgG2K qui se lie avec une forte affi-
nité a I’EGFR (epithelial growth factor
receptor), inhibant I’activation des
cellules tumorales dépendante de I’€GF,
d’ou son indication dans le traitement
des cancers colorectaux métastatiques
exprimant "EGFR [4].

Production d’anticorps humanisés
chez la souris : la « xénomouse »
La «XenoMouse » est une souris

transgénique qui exprime la grande
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majorité des génes codant les immuno-
globulines (Ig) humaines. Chez ces
souris, la machinerie servant a la pro-
duction d’lg de souris est inactivée et
«humanisée » avec la presque totalité
des locus correspondant aux genes
codant les Ig humaines afin de permet-
tre chez la souris la production d’une
large diversité d’anticorps humains
de forte affinité. Deux manipulations
génétiques majeures ont été néces-
saires a la construction de ces souris :
(1) inactivation de la machinerie cel-
lulaire servant a la production des Ig
murines ; (2) Iintroduction des locus
correspondant aux chaines lourdes et
légeres des lg humaines (Figure 1),
ce qui était loin d’étre aisé puisque
ces locus ont des tailles de plusieurs
mégabases (Mb). Dans le cas de la
« XenoMouse », ces manipulations ont
été réalisées dans des cellules sou-
ches embryonnaires (cellules €S pour
embryonic stem). Les génes codant
les chafnes lourdes et légeres kappa
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