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Une protéine a facettes multiples :
le facteur nécrosant des tumeurs
(tumor necrosis factor, TNF)

Au cours des derniéres années, on a
mis en évidence un nombre croissant
de protéines intervenant dans l'in-
flammation et I'immunité comme
dans la croissance et 'inhibition cel-
lulaires. Ces protéines, auxquelles on
a donné le nom général de cytokines,
comprennent par exemple les inter-
leukines et les interférons. Parmi
elles, c’est le TNF (tumor necrosis
factor) qui posséde le spectre d’acti-
vité le plus étendu. Il ne se passe
guére de mois sans qu’on lui décrive
une propriété nouvelle et sans
qu’une revue générale en présente les
diverses facettes [1, 2] ou insiste sur
I'une d’entre elles [3]. Clest dire la
difficulté de tracer un tableau a la
fois clair et suffisamment complet de
son action.

Le nom sous lequel est connu le
TNF ne refléte que la premiére pro-
priété qu'on lui a attribuée et qui a
mené a sa découverte. Des travaux,
dont I'origine remonte au siécle der-
nier, avaient montré que la nécrose
hémorragique de certaines tumeurs
de la souris était due a I’action d’une
endotoxine bactérienne identifiée
comme un lipopolysaccharide
(LPS). En méme temps, on fonda de
grands espoirs sur le BCG comme
arme anticancéreuse. En 1975, Cars-
well et al. [in 1] démontrérent que le
sérum de souris ayant recu BCG et
LPS provoque la nécrose hémorragi-
que de sarcomes de souris. Le TNF
était né ; restait a le caractériser. Une
protéine dissociable en deux sous-
unités de 17 kDa (kilodalton) fut iso-
lée dans plusieurs espéces. En 1984,
Pennica et al[4] clonérent 'ADN
complémentaire du TNF humain;
on connait actuellement la séquence
du TNF de plusieurs espéces et on le
fabrique par génie génétique. Le
TNF recombinant obtenu dans le
colibacille est directement actif, car il
ne semble pas y avoir de glycosyla-
tion. La chaine de ce TNF appelé
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TNFa, tel qu’il est sécrété dans le
plasma, compte 156 acides aminés
chez la souris, 154 chez le lapin et 157
chez ’homme. L’homologie entre les
espéces est d’environ 80 %. La forme
mature dérive d’'un précurseur, dont
le propeptide a une longueur, inha-
bituelle pour un peptide signal, de
76 acides aminés chez ’homme et 79
chez la souris. La taille de cette
séquence, jointe a une remarquable
conservation (86% d’homologie
entre homme et souris) a fait penser
que le propeptide pourrait jouer un
réle biologique propre. Nous vy
reviendrons plus loin.

Le TNF recombinant reproduisait
les trois propriétés connues a cette
date : nécrose hémorragique de cer-
taines tumeurs, cytotoxicité vis-a-vis
de cellules humaines et murines,
synergie avec I'interféron y. Mais, dés
I’année suivante, 1’équipe de
Cerami [5] isola a partir de tissus
infectés une substance qu’elle
nomma cachectine, dont le clonage
démontra I'identité avec le TNE
C’était le premier exemple de la
découverte, a partir de propriétés
entiérement différentes, de deux pro-
téines qui se révélent n’en faire
qu’une (m/s n° 1, vol. 2, p. 49).
Localisation génique. Le géne du
TNF posséde quatre exons et trois
introns ; i1 en existe un seul par
génome haploide. Chez ’homme, il
se situe sur le bras court du chromo-
some 6, étroitement lié a celui d’'une
protéine qui partage la plupart de ses
propriétés et qu’'on appelle TNFB ou
lymphotoxine. L'ensemble des deux
TNF est lui-méme lié au complexe
majeur d’histocompatibilité.
Propriétés biologiques. Schémati-
quement, on peut décrire trois
champs d’action principaux au
TNE, dont le plus connu, l'effet sur
les tumeurs, n'est peut-étre pas le
plus important. A ces champs prin-
cipaux s’ajoutent de nombreuses

propriétés difficiles a classer.

® Action sur les tumeurs. L'observa-
tion originale porte sur la lyse de
sarcomes murins et la régression in
vivo de ce type de tumeur chez la
souris ; le sérum de souris contenant
du TNF est également toxique in
vitro pour les cellules L. La produc-
tion de facteurs nécrotiques et cyto-
toxiques exigerait deux étapes: un
premier événement, celui qui est
déclenché, par exemple, par le BCG,
provoque 'activation et la proliféra-
tion des macrophages ; un deuxiéme
événement (« élicitation ») déclenche
I’apparition du facteur dans le
plasma. L'effet antitumoral, cepen-
dant, est loin d’étre général. Le TNF
n'a pas d’action sur les tumeurs
mammaires primitives de la souris,
ni sur la plupart des lignées nor-
males; il peut méme stimuler la
croissance des fibroblastes. Récem-
ment, Cordingley et al. [6] ont méme
montré que le TNF pouvait provo-
quer la prolifération de cellules
malignes dans deux types de leucé-
mie humaine a cellules B, la leucé-
mie a tricholymphocytes et la leucé-
mie lymphocytaire B chronique.
C’est dire a quel point il faudra se
montrer prudent lorsqu’on abordera
les problémes thérapeutiques.

® Action sur l’état général: la
cachectine. En réponse a certaines
infections, le lapin peut perdre jus-
qu’a 50 % de son poids. Cet amaigris-
sement s'accompagne d’une hyper-
lipidémie a triglycérides en rapport
avec une inhibition de la lipopro-
téine lipase. Beutler et Cerami [5]
observérent ensuite que la suppres-
sion de cette enzyme s’observe dans
les souches de souris sensibles au
LPS, mais non dans les souches résis-
tantes. Le facteur responsable de la
cachexie, qui est capable d’inhiber la
lipoprotéine lipase dans des adipo-
cytes 1solés, fut appelé cachectine.
Beutler et Cerami lui attribuent un
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réle considérable dans les effets de
I’endotoxinémie — choc, fiévre.
hypotension, acidose métabolique —
qui peuvent conduire a la mort, et au
cours desquels la teneur en TNF du
sang s’éléve. Il peut étre, en fait, trés
difficile d’évaluer le roéle du TNF in
vivo dans la survenue de la cachexie,
car les résultats expérimentaux
dépendent de la dose et du mode
d’administration. OIlif [3] a utilisé
une méthode ingénieuse pour provo-
quer la production, chez la souris
nude, de tumeurs sécrétant du TNF.
Ces animaux ont effectivement été
atteints d'un syndrome analogue a la
cachexie associée au cancer.

® Action immunologique. Le TNF
agit sur le systéme immunitaire, soit
directement, soit par l'intermédiaire
d’autres cytokines (figure I). Des ani-
maux déficients en production de
TNF seraient prédisposés a des mala-
dies auto-immunes. Rappelons éga-
lement qu’il est capable d’induire les
antigénes d’histocompatibilité de
classe] dont nous avons vu qu’ils
étaient codés par des génes situés a
proximité du géne TNF.

® Autres actions. Elles sont multi-
ples[7, 8] et ne peuvent qu’étre énu-
mérées sans que l’on puisse préten-
dre étre exhaustif (m/s n°2, vol. 3,
p. 112): (a) action pyrogeéne, a la fois
par effet direct sur les centres hypo-
thalamiques et par induction de la
biosynthése d’interleukinel;
(b) action sur le tissu articulaire, qui
constitue pour le TNF une cible
privilégiée : production accrue de
prostaglandine E2 par les cellules
synoviales, activation de la phospho-
lipase A2 dans les chondrocytes ; (c)
inhibition de la synthése du colla-
géne et des protéoglycanes dans le
tissu osseux, alors que les osté-
oclastes sont activés, pouvant étre la
cause d’une résorption osseuse accé-
lérée ; (d) inhibition de la croissance
des cellules endothéliales in vitro,
alors qu’in vivo prédomine une
action angiogénique (m/s n°5,
vol. 4, p.318); (e) stimulation de
I’activité procoagulante par les cel-
lules vasculaires endothéliales.
Mécanismes biochimiques. IlIs sont
loin d’étre tous connus, mais on peut
dégager des effets sur certaines
enzymes ou voies métaboliques:

W= (]) activation de la phospholi-
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pase A2: les inhibiteurs de cette
enzyme interférent avec de nom-
breuses actions du TNE, y compris
ses propriétés cytotoxiques et antitu-
morales ; (2) inhibition de la lipo-
protéine lipase, dont le dosage sert au
calibrage biologique de la cachec-
tine; (3) activation du métabolisme
de l'acide arachidonique, dont cer-
tains métabolites sont toxiques pour
divers types de cellules transformées.
Ces propriétés ont incité Hepburn et
al. [8] a suggérer qu'une protéine
liant le GTP serait impliquée dans
I’action toxique du TNE

Mécanismes cellulaires et molécu-
laires. Contrairement a d’autres fac-
teurs intervenant dans la croissance
normale ou tumorale, le TNF n’est
pas ubiquitaire. Il est sécrété avant
tout par les lymphocytes et surtout
les macrophages, et transporté par
vole circulatoire a ses cibles, aux-

quelles 1l se lie sur un récepteur
spécifique. Les cellules contiennent
de 1000 a 10000 copies du récep-
teur, qui semble formé de deux
chaines de 75 et 95 kDa, mais dont
I’analyse n’est pas terminée.

Dans le macrophage avant activa-
tion, le messager est présent mais
non traduit[5]. L’exposition au
LPS déclenche a la fois une aug-
mentation de la transcription, la
mobilisation du messager et sa tra-
duction. Les souches de souris résis-
tantes au LPS ont une transcription
et une mobilisation diminuées, et
ne produisent pas de TNFE. Les glu-
cocorticoides inhibent toutes les
phases de la biosynthése du TNE,
transcription, mobilisation et tra-
duction.

Enfin le TNF est capable de suppri-
mer l’expression d’ARN messagers
dans les tissus cibles et pourrait donc
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Figure 1. Relations du TNF avec le systéme immunitaire. 1. Lymphocytes T :
Stimulation de certaines sous-populations. 2. Lymphocytes B : Synthése d’ADN et
d’immunoglobulines. 3. Granulocytes : stimulation de I'adhésion cellulaire et de Ia
migration vers les tissus lésés. 4. Cellules endothéliales : induction de molécules
d‘adhésion qui peuvent promouvoir le passage hors des tissus. 5. Effet indirect
sur I'ensemble du systéme immunitaire par libération d’autres cytokines (IL-1,
IL-6 ou y INF).
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jouer un role dans la différenciation
cellulaire.

Analogies et interactions avec d’au-
tres facteurs. Nombreux sont les fac-
teurs avec lesquels peut se coordonner
le TNE. Trois d’entre eux font preuve
d’'une apparente spécificité.

® TNFB ou lymphotoxine. Décou-
vert, comme l'indique son nom, par
ses propriétés toxiques sur des cel-
lules lymphoides, le TNF est géné-
tiquement lié au TNFa sur le chro-
mosome 6. Bien que ne présentant
entre eux qu'une homologie de 30 %,
les deux TNF ont des structures trés
voisines (4 exons et 3introns) et
paraissent dériver de la duplication
d’'un méme geéne ancestral ; leurs
séquences régulatricesen 5’ sont simi-
laires ; leurs activités sont semblables
et leurs récepteurs sont communs.

® [nterleukine I. Nous avons déja
signalé les synergies entre TNF et
IL-I, par exemple l'activation de la
phospholipase A2 dans les chondro-
cytes.

® [es interférons. En particulier
INFy dont I'analogie de propriétés
avec TNF avait frappé les chercheurs
depuis le début.

Role du précurseur et conception
actuelle du mécanisme d’action. La
biosynthése du TNF mature suit
apparemment la voie habituelle d’'un
produit de sécrétion aprés élimina-
tion de son peptide signal. Cepen-
dant cette élimination n’avait pas pu
étre observée en systéme acellu-
laire [9], aussi Kriegler et al. [10] ont-
ils entrepris la recherche du précur-
seur sur des monocytes humains. Une
heure aprés exposition de ces cellules
au LPS, des anticorps anti-TNF
détectent une protéine de26 kDa, qui
ne peut étre que le précurseur, et qui,
en quelques heures, se transforme en
TNF 17 kDa. Or il est inhabituel que
I'on puisse mettre en évidence le pré-
curseur d’une protéine sécrétée, puis-
que son peptide signal est coupé au
cours méme de la traduction. L'ana-
lyse de la séquence de 76 acides ami-
nés du propeptide la montre formée
d’une portion hydrophobe de
20acides aminés encadrée de deux
séquences hydrophiles, I’ensemble
ayant le caractéred’'un domaine trans-
membranaire. Le précurseur
m/s n® 10 vol. 4, décembre 88

26kDa du TNF apparait ainsi
comme une protéine transmembra-
naire : la partie aminoterminale du
propeptide est cytoplasmique, la par-
tie carboxyterminale du TNEF, qui
porte la cytotoxicité, se trouverait a
I'extérieur de la cellule. A la suite de
leur travail, Kriegler et al. proposent
le modéle suivant (figure 2) : un pre-
mier temps comporte I’activation des
monocytes qui migrent vers leur
cible, par exemple une tumeur ou le
siége d’une inflammation. Le
deuxiéme temps voit la synthése du
TNF 26 kDa, qui pourrait agir direc-
tement ou aprés transformation en
forme 17 kDa sécrétée. Le plus sou-
vent 1'action reste locale, notamment
dans le cas d’intervention de la forme
26 kDa qui est liée a la membrane.
Si, cependant, se développe une acti-
vation généralisée des macrophages,
I’action cesse d’étre locale, choc et
cachexie peuvent apparaitre, provo-
qués par la libération de la forme
mature de 17 kDa.

En terminant ce chapitre, il ne faut
pas perdre de vue une hypothése :
peut-étre ignorons-nous encore
quelle est ’action principaledu TNF
et de son précurseur, et les travaux
les plus importants sont-ils

encore a venir.

Perspectives thérapeutiques. Ce sont
naturellement les propriétés anti-
tumorales du TNF qui ont soulevé
le plus d’espoirs. Les quelques ten-
tatives faites chez des cancéreux ont
été bien supportées mais n’ont pas
donné de résultats concluants. 11 est
trésdifficile de définir unedoseactive,
et, étant donné la trés courte demi-
vie du TNF injecté, d’obtenir une
action soutenue. Peut-étre les tenta-
tives de synergie TNF-INFy auront-
elles plus de succés. Si 'on veut, a
I’avenir, espérer un traitement anti-
tumoral, 1l faudra dissocier effets
antitumoraux et toxiques par des
modifications appropriées de la
molécule.

De fait, tout récemment, Frey et
al.[11] ont construit un géne hybride
entre interféron y et TNFp. Ce géne,
exprimé dans le colibacille, possede
alafois les actions antivirales et anti-
tumorales. Cette derniére est nette-
ment plus forte que lorsque les deux
facteurs intacts sont utilisés conjoin-
tement. Les auteurs espérent trouver
a cette découverte des applications
thérapeutiques.

Mais c’est peut-étre, paradoxalement,
par un raisonnement inverse que la

—_—
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B ——
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Figure 2. Le précurseur du TNF (tumor necrosis factor) et sa maturation

(modifié d'apres [10]). M =membrane,; C = cytoplasme.
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connaissance du TNF pourrait
mener a des thérapeutiques intéres-
santes : bien souvent l'action du
TNF est nocive, et c’est a I'atténuer
qu’il faudrait viser. Cet objectif passe
par la découverte d’antagonistes sus-
ceptibles d’agir au niveau du récep-
teur et au-dela, qui pourraient pren-
dre le relais des glucocorticoides,
seuls inhibiteurs connus, sans en
avoir les inconvénients. Ces antago-
nistes s'adresseraient, non a l’aspect
antitumoral, mais a I'effet « cachec-
tine », en luttant contre le choc, 1'in-
flammation et la perte de poids [12].

Jean-Claude Dreyfus
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EEB Thérapie génétique antivirale.
L'expression du génome viral, et
donc le cycle viral, est sous le
controle de facteurs de transcription
agissant en (rans, certains codés par
le virus, d’autre par la cellule héte.
Ainsi, les génes précoces du virus
herpes (HSV-1) sont-ils transcrip-
tionnellement activés par la protéine
virale VP16 dont '’extrémité carboxy-
terminale, a caractére acide, est indis-
pensable a la fonction. Des cellules
transfectées par une construction
commandant la synthése d’'une pro-
téine VP16 dont I’extrémité carboxy-
terminale a été délétée deviennent
résistantes au virus HSV-1 dont les
génes précoces ne sont plus expri-
més. Il est probable que la protéine
modifiée entre en compétition avec
VP16 sauvage pour la liaison aux
séquences activatrices d’”ADN
viral [1]. Envisagera-t-on demain de
recombiner i vitro des cellules
médullaires humaines avec un gene
tat modifié afin que, réimplantées,
elles deviennent résistantes au virus
du SIDA ? [2].

[1. Friedman AD, et al. Nature 1988 ;
335 : 452-4.]

[2. Baltimore D. Nature 1988 ; 335 :
395-6.]

EEB La suppression d’un type cel-
lulaire par expression d’un trans-
gene, codant pour une toxine, est un
outil puissant en embryologie expé-
rimentale. médecine/sciences a déja
présenté cette technique «d’ablation
génétique » (bréves m/s n° 9 vol. 3, p.
557 et n° 3 vol. 4, p. 194). 1l s’agit de
construire un ADN recombinant
dans lequel la séquence codant pour
la toxine est sous le controle d’'un
promoteur et de ses éléments régula-
teurs spécifiques d’'un type particu-
lier de cellule [1]. Des souris transgé-
niques exprimant ainsi le géne de la
ricine (toxine modifiant ’ARN ribo-
somal et bloquant ainsi la traduction
des ARN messagers) sous le contréle
du promoteur du géne codant pour

la protéine du cristallin «a cristal-
line » naissent sans cristallin consti-
tué et avec de nombreuses autres mal-
formations des structures de I'ceil :
microphtalmie, malformation
(structure plissée) de la rétine, pré-
sence de matériel de type cristallinien
en des sites ectopiques, etc. Cela sug-
gére que la morphogenése de 1'ceil
requiert un développement normal
du cristallin. On apergoit immédia-
tement le parti que 1’on pourra tirer
de ce type d’approche en embryolo-
gie. Comme cela a été discuté dans
ces colonnes récemment [2], toute
l’embryologie implique des
influences réciproques des popula-
tions cellulaires qui se succédent au
cours du développement. Les consé-
quences sur la morphogenése de la
suppression sélective d’'une quelcon-
que de ces populations devraient
donc renseigner sur son role dans la
différenciation d’autres structures.
[1. Lande PCP, et al. Genes Dev
1988; 2: 1168-78.]

[2. Chandebois R. médecine/sciences
1988 ; 4 : 168-76.]

BENE Les anticorps anti-ubiquitine
sont plus fréquemment retrouvés
dans le lupus érythémateux aigu dis-
séminé (LEAD) que les anticorps
anti-ADN natif. Selon une étude du
laboratoire de M.H.V. Van Regen-
mortel a Strasbourg, les pourcen-
tages de positivité de ces deux tests
sont respectivement de 79 % et 55 %
chez les malades, les faux positifs
chez les témoins étant identiques,
autour de 3 % La multiplicité des
protéines « ubiquitinylées » dans la
membrane, le cytoplasme et le noyau
(m/sn° 5, vol. 2, p. 283 et n° 1, vol. 4,
p. 59) pourrait expliquer la dissémi-
niation de latteinte auto-immune
dans cette maladie. La détection des
anticorps anti-ubiquitine pourrait
constituer dans I'avenir un test dia-
gnostique str du LEAD.

[Muller S, et al. Proc Natl Acad Sci
USA 1988 (sous presse).]
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