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EEE  Granzyme B et protéine 100K
de T’adénovirus: je te tiens, tu me
tiens, par la barbichette... I’imagi-
nation dont font preuve les virus,
dont les adénovirus, pour s’opposer
a l'apoptose des cellules qu’ils infec-
tent n’a pas de limites. L’originalité
du nouveau mécanisme décrit dans
Immunity [1] tient au fait que I'inhi-
biteur produit par I’'adénovirus Ad5,
la protéine 100K, bloque I'action de
la sérine protéase granzyme B
(GrB) directement, mais est a son
tour clivé, et donc détruit, par la
protéase. Pourquoi est-ce le virus
qui gagne, inhibant de facon
durable GrB, et non pas la cellule?
GrA et B sont des sérine-protéases
contenues dans les granules des
lymphocytes cytotoxiques dont le
contenu est libéré lors d’une infec-
tion virale notamment, et qui péné-
trent dans la cellule infectée (m/s
2001, n°3, p. 382). Toutes deux
entrainent I’apoptose mais par des
mécanismes différents: GrB clive et
active les caspases 3 et 9 et leurs sub-
strats en aval, mais également
d’autres effecteurs cellulaires, alors
que GrA agit directement sur 'ADN
indépendamment de la voie mito-
chondriale. Dans le systeme expéri-
mental utilisé, les cellules infectées
par Adb, et exposées au contenu de
granules cytotoxiques ne meurent
pas. C’est une protéine virale pro-
duite tardivement (16 heures), dite
100K, qui est responsable de cette
résistance a I'apoptose. La protéine
100K se fixe directement a GrB, et
inhibe le site enzymatique instanta-
nément. Toutefois, le complexe est
ensuite lentement clivé par GrB
réduisant la protéine 100K en frag-
ments inactifs, ce qui permet la res-
tauration de l’activité protéolytique
de GrB. Si la cellule est vaincue
dans ce corps a corps, c’est parce
que la protéine 100K est produite
en trés grand exces par rapport au
GrB. En effet, GrB entre dans la cel-
lule infectée avec les autres compo-
sants des granules cytotoxiques,
apres son contact avec le lympho-
cyte cytotoxique et, de ce fait, n’est
présent qu’en quantité limitée,
puisque la cellule répliquant le virus

n’en produit pas. La restauration
d’une activité GrB efficace pren-
drait plus de 5 jours, autant dire que
le virus a le temps de se répliquer
efficacement. Le site de 100K essen-
tiel a sa fonction inhibitrice de GrB
est 'acide aspartique en position 48,
alors que le clivage de 100K par
GrB, lui, intervient a d’autres sites.
La protéine 100K n’affecte en rien
la voie des caspases et n’a aucune
homologie avec la famille des ser-
pines, qui, elles aussi, se complexent
avec des enzymes cibles de type
sérine-protéases. Dans ce duel virus-
cellule, il est intéressant de remar-
quer que, hormis I'inhibition de
GrB, la protéine 100K a d’autres
fonctions essentielles: elle est
requise pour l’assemblage des
virions et la traduction des pro-
téines virales tardives. On peut
aussi, comme toujours, voir le bon
coté des choses, c’est-a-dire 1'utilisa-
tion de 100K, ou de peptides mimé-
tiques, pour bloquer les consé-
quences néfastes de la cytotoxicité
provoquée par les granules cyto-
toxiques, dont GrB, dans certaines
réactions virales ou autoimmunes.

[1. Andrade, et al. Immunity 2001; 14:
751-61.]

EEE La synténine, messager de
PIL-5 ! Sans intermédiaires cytoplas-
miques convoyant leur message au
noyau, les cytokines seraient ineffi-
caces. Les facteurs STAT et SMAD
sont les prototypes de ces adapta-
teurs cytoplasmiques interagissant
avec les domaines cytoplasmiques
des récepteurs transmembranaires.
Une équipe hollandaise associée au
groupe Glaxo-Wellcome démontre
aujourd’hui que la synténine est un
messager privilégié du récepteur de
I'interleukine (IL)-5 [1]. L’IL-5 est
surtout connue pour son role dans
la différenciation éosinophile, mais
elle contrdle aussi certaines étapes
de la maturation des lymphocytes B.
Le récepteur comporte une
chaine o liant spécifiquement I'IL-5

et une chaine B commune aux
récepteurs de I'IL-3 et du GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony-stimula-
ting factor). A la recherche de parte-
naires actifs du domaine intracyto-
plasmique de la chaine a, les
auteurs I'ont utilisée comme appat
dans un crible par double-hybride
dans la levure et ont ainsi isolé la
synténine, une protéine contenant
des domaines PDZ (PSD-95/Discs
large/20-1) en tandem. La liaison
synténine-chaine a de I'IL-5Ra, spé-
cifique de ce récepteur et ne se pro-
duisant pas avec ceux de I'IL-3 ou
du GM-CSF, requiert une phénylala-
nine en position carboxy-terminale
du récepteur et les deux domaines
PDZ de la synténine. Afin de com-
pléter la dissection de la cascade
d’événements déclenchés par I'acti-
vation de I'IL-5Ra, les auteurs ont
réalisé un double-hybride avec la
synténine comme appat, et identifié
Sox-4, un activateur transcriptionnel
de la famille des protéines dites «a
boite-HMG (high mobility group)» en
raison de I’homologie de leur
domaine de liaison a ADN. Cette
observation a permis du méme coup
de comprendre, 4 ans plus tard,
pourquoi le phénotype des souris
Sox47/~ associait aux anomalies car-
diaques un blocage de la différen-
ciation lymphoide B [2]. Si la synté-
nine est absolument nécessaire a
I’activation de Sox-4, elle ne I’est pas
pour les autres fonctions de I'IL-5
que sont I'activation de la cycline D1,
ou la phosphorylation de ERK-1. La
chalne O de certains récepteurs de
cytokines, ici I'IL-5, n’est donc pas
uniquement dévolue a la reconnais-
sance et a la liaison d’une cytokine
spécifique du milieu extracellulaire,
mais elle permet aussi la transmis-
sion d’un signal dont la finalité est
I’activation transcriptionnelle de
genes tres spécifiques impliqués
dans la réalisation d’un processus
de différenciation.

[1. Schilham MW, et al. Nature 2001 ;
380: 711-5.]

[2. Geijsen N, et al. Science 2001 ; 293
1136-9.]
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EEE Le couple ET-1/ET}; adapte le
rein a I’acidose chronique. L’excré-
tion accrue d’acide par le rein est
une réponse homéostatique a une
augmentation de ’apport de pro-
tons. Une étape trés précoce de
I’excrétion urinaire d’acide est la
sécrétion d’ions H* dans la lumiére
tubulaire, sécrétion assurée dans le
tubule proximal par une isoforme
de I’échangeur Na*/H*, appelée
NHE3. La nature du signal qui
déclenche I'augmentation d’activité
de cet échangeur en réponse a l’aci-
dose chronique est encore mal com-
prise. Une étude élégante de Lagh-
mani ¢t al. [1] apporte des éléments
nouveaux qui impliquent I’endothé-
line-1 (ET-1), peptide vasoactif qui
agit par 'intermédiaire de deux
types de récepteurs, ET, et ETy, res-
pectivement responsables des effets
vasoconstricteurs et vasodilatateurs
de cette molécule. Si l'effet stimu-
lant de I’ET-1 sur I’activité de
I’échangeur Na*/H* a été observé in
vitro, son implication dans I'excré-
tion d’acide n’est pas établie. Les
auteurs ont utilisé des souris dont le
gene du récepteur ETya été invalidé
par recombinaison homologue. La
létalité élevée des animaux homozy-
gotes peu apres la naissance, due a
un mégacdlon en rapport avec
I’absence d’innervation choliner-
gique, a été évitée par un croise-
ment avec des souris qui expriment
le géne ETy sous le contrdle du pro-
moteur de la dopamine B-hydroxy-
lase, ce qui permet I’expression
sélective de 'ET} dans le célon. Les
animaux répondent alors a une
charge acide en développant une
acidose métabolique plus accentuée
que celle observée chez les souris
sauvages. Dans le méme temps,
IET-1 ne stimule pas NHE3 chez les
souris mutées alors que cette stimu-
lation est observée chez les souris
sauvages. La chaine d’événements
pourrait donc se résumer ainsi:
I’acidose augmente I'expression de
c-fos et de cjun qui composent le
complexe AP-1 [2], dont la fixation
sur le promoteur de ET-1 aboutit a
l’augmentation de la synthese de ce
peptide qui, via sa fixation sur le

récepteur ETjy, stimule Dactivité de
NHE3. Cette régulation paracrine
de 'excrétion d’acide pourrait étre
un argument supplémentaire en
faveur du développement d’antago-
nistes sélectifs de ’ET visant a épar-
gner les «bons » récepteurs ET} et a
ne bloquer que les seuls récepteurs
ET,, fauteurs d’hypertension arté-
rielle et de spasme vasculaire.

[1. Laghmani K, et al. | Clin Invest
2001; 107: 15639.]

[2. Yamaji Y, et al. | Clin Invest 1994 ;
94: 1297-303.]

EEE La sécurine: inhibiteur ou acti-
vateur ? Nous avons récemment
décrit dans nos colonnes les méca-
nismes complexes qui, au cours de la
mitose, permettent le maintien de
I'association des chromatides soeurs
jusqu’au déclenchement de l’ana-
phase, quand les chromosomes
homologues sont attachés au fuseau
mitotique et correctement alignés
sur la plaque métaphasique (m/s
2001, n°3, p. 353). Les dysfonctionne-
ments de ce processus sont une
cause importante d’instabilité géné-
tique conduisant a des pertes ou
gains de chromosomes, souvent cor-
rélés au développement de cancers.
P.V. Jallepalli et al. décrivent mainte-
nant, avec quelques surprises, com-
ment la sécurine joue un role majeur
dans le maintien de I’euploidie [1].
La sécurine forme un complexe avec
la séparase, une protéase qui permet
la protéolyse des complexes cohé-
sines assurant la cohésion des chro-
matides sceurs. Ce n’est que quand la
sécurine est dégradée et se dissocie
de la séparase que cette derniere
devient active et permet la dissocia-
tion des chromatides. Les auteurs
montrent que l'invalidation du géne
hsécurine dans une lignée cellulaire
de cancer colorectal (HCT116) dont
le caryotype est normalement stable,
conduit aprés 20 générations a une
proportion trés €levée de cellules
aneuploides, traduisant ainsi une
instabilité chromosomique. De facon
surprenante, I’absence de sécurine

ne provoque pas de dissociation pré-
coce des chromatides soeurs. Au
contraire, les cellules entrent en
mitose normalement, mais le dérou-
lement de I'anaphase est retardé et
trés perturbé. La séparation des
chromosomes est incomplete, ce qui
se traduit sur le plan morphologique
par un aspect en «haltére », sans
séparation franche des masses corres-
pondant aux chromosomes, et par
une anomalie de ségrégation des
centromeres. Les cellules sortent tou-
tefois de mitose, avec des noyaux
bourgeonnants et une aneuploidie.
Les auteurs montrent que I’absence
de sécurine conduit en fait a des
anomalies de la séparase. La quantité
totale d’enzyme est en effet dimi-
nuée, son clivage — dont on pense
qu’il conduit a la libération d’une
forme active — est inhibé, et son acti-
vité protéolytique est diminuée. Cela
est parfaitement en accord avec les
données obtenues chez la levure,
chez laquelle la délétion du gene de
la sécurine a le méme effet que la
perte de la séparase [2]. Tout se
passe comme si la liaison de la sécu-
rine avec la séparase, connue pour
inhiber l'activité de cette protéase
jusqu’au déclenchement de I’ana-
phase, était aussi essentielle a I'acqui-
sition de son activité enzymatique.

[1. Jallepalli PV, et al. Cell 2001;
105 : 445-57.]
[2. Funabiki I, et al. EMBO ] 1996;
15 : 6617-28.]
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