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Un peu moins de répit

pour les cancers du foie ?

Jean Rosenbaum, Ludovic Ménard, Valérie Haurie, Daniéle Taras

> Malgré d’importants progres récents,
les mécanismes moléculaires de la
carcinogenese hépatique restent tres
imparfaitement connus. Plus encore, les
perspectives thérapeutiques sont extré-
mement minces. C'est pour cette raison
que notre équipe a décidé de rechercher
de nouveaux acteurs de la carcinogenése
hépatique, et de nouvelles cibles thé-
rapeutiques potentielles, a I'aide d’une
étude comparative du protéome de qua-
tre carcinomes hépatocellulaires (CHC)
et du foie péri-tumoral correspondant
[1]. Ce travail a permis de mettre en
évidence de nombreuses protéines dont
I’expression est dérégulée dans les CHC,
et parmi elles, la reptine (encore appelée
RUVBL2, TIP48 ou TIP49b). Jusqu’alors, la
reptine avait été étudiée essentiellement
dans des organismes modeéles ou elle
avait été détectée dans des complexes
de haut poids moléculaire impliqués dans
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le remodelage de la chromatine, la régu-
lation transcriptionnelle, ou la répara-
tion de I’ADN, comme INO80 [2] ou TIP60
[3]. La reptine a une importante homo-
logie avec la pontine ; ces deux protéines
sont proches de I’hélicase bactérienne
RuvB et appartiennent a la famille des
AAA+ ATPases. Elles interagissent I'une
avec I'autre en formant des dodécame-
res contenant un hexamere de chaque
protéine [4]. Notre attention avait été
attirée par I'interaction de ces protéines
avec deux oncogénes importants pour le
CHC, la B-caténine [5] et c-myc [6]. La
plupart des travaux montraient que la
reptine se comportait comme un antago-
niste de I’activité transcriptionnelle du
complexe [-caténine/TCF-LEF alors que
la pontine avait une activité agoniste;
cependant, récemment d’autres travaux
ont révélé que la reptine était nécessaire
a effet répresseur de la B-caténine sur

I’expression du gene anti-métastatique
KAI-1/CD82 [7].

Réle de la reptine

dans les carcinomes hépatocellulaires
Dans notre travail [8], nous avons
d’abord examiné en détail I'expression
de la reptine dans les CHC provenant de
la collection de CHC réalisée a Bordeaux
dans le cadre du Centre de Ressources

Biologiques sur le CHC (http://chc.isped.

u-bordeaux?2.fr/). étude faite sur 96

cas de CHC par RT-PCR en temps réel, en
collaboration avec I’équipe de Jessica
Zucman-Rossi (INSERM U674), a confirmé
la surexpression de la reptine dans la
majorité des tumeurs. €n utilisant les
annotations de ces tumeurs, nous avons
pu démontrer qu’un taux élevé de reptine
était un facteur indépendant de mauvais
pronostic. Les taux de reptine n’étaient
en revanche pas influencés par la pré-

Figure 1. Mise en évidence de la surexpression de la reptine dans un CHC par immunohistochimie. La partie gauche représente une partie non tumorale

du foie qui présente un faible marquage dans le noyau de certains hépatocytes (fleches) et un marquage intense dans les cellules épithéliales biliaires

(tétes de fleches) en périphérie d’une bande fibreuse. La tumeur (a droite) présente un marquage intense de toutes les cellules tumorales dans le

noyau et dans le cytoplasme. La barre indique 50 pm.
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sence d’une mutation activatrice de la
B-caténine et n’étaient pas non plus
corrélés au taux d’expression de c-myc.
Afin d’analyser le r6le de la reptine dans
la carcinogenése hépatique, nous avons
modulé son expression dans des cellules de
CHC en culture. Lexpression de la reptine
a été diminuée de fagon tres efficace par
transfection transitoire de petits ARN inter-
férents. Cette diminution entraine un arrét
de croissance des cellules avec un double
blocage du cycle cellulaire en G1 et en G2/M.
Celui-ci est suivi d’'une mort apoptotique,
associée a I'activation conformationnelle
des protéines pro-apoptotiques Bax et Bak
etdela caspase 3. La déplétion de la reptine
s’accompagne aussi d’une augmentation de
I’expression au niveau transcriptionnel de
nombreuses protéines pro-apoptotiques
(Bad, Bak, Bid, BclXs).

Ces résultats suggéraient que la rep-
tine était nécessaire a la croissance et
a la survie des cellules de CHC. Nous
avons alors conduit les expériences
réciproques en surexprimant la reptine
dans ces cellules a I’aide d’un vecteur
lentiviral codant la reptine avec une
étiquette Flag. Malgré I’obtention par
cette méthode d’un taux élevé d’ARNm
de la reptine, il n’a pas été possible de
surexprimer tres efficacement la pro-
téine: cette discordance, qui démontre
I’existence d’un contrdle post-trans-
criptionnel, fait I’objet actuellement de
travaux dans le laboratoire. €n dépit
de la surexpression limitée, les cellules
exprimant la Flag-reptine démontrent
des avantages nets par rapport aux cel-
lules témoins. Elles ont ainsi une capa-
cité de croissance accrue en agar mou
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Figure 2. Expression de ’ARNm de la reptine dans divers types de cancers. Le graphe représente

les niveaux d’expression normalisés de ’ARNm de la reptine mesurés par la technologie Affymetrix

dans des tissus normaux (N) et dans les tumeurs du méme tissu (T). Le haut et le bas de chaque

boite représentent les 75° et 25¢ percentiles, respectivement. Les moustaches représentent

les écarts maximaux et la ligne horizontale dans la boite représente la valeur médiane de la

distribution. Les données ont été obtenues sur le site Oncomine (http://www.oncomine.org) et

proviennent des études suivantes : pour le mélanome [11] ; pour le cancer du célon [12] ; pour

le cancer de la vessie [13].
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et sont plus résistantes que les témoins
a I'apoptose induite par le céramide.
Enfin, injectées sous la peau de souris
immunodéprimées, elles forment des
tumeurs plus rapidement progressives.

Ainsi toutes les données concordent pour
indiquer que la surexpression de la reptine
dans les CHC pourrait jouer un role impor-
tant dans la progression tumorale, notam-
ment en protégeant les cellules tumorales
de 'apoptose. Le mécanisme intime de cet
effet, et notamment le lien éventuel avec
la B-caténine et c-myc, reste a préciser.

Relocalisation de la reptine dans

le cytoplasme des cellules tumorales
De facon inattendue, nous avons aussi
mis en évidence par immunohistochimie
une relocalisation partielle de la reptine
dans le cytoplasme des cellules tumo-
rales, alors qu’elle était exclusivement
nucléaire dans les hépatocytes normaux
(Figure 1). Ces résultats suggérent que la
reptine pourrait jouer un role spécifique
dans le cytoplasme des cellules tumo-
rales. Une hypothése est qu’elle pourrait
y séquestrer un facteur pro-apoptoti-
que avec lequel elle interagit, comme
Hint-1 [9] ou ATF-2 [10]. Notre équipe
tente d’élucider le mécanisme du trafic
nucléo-cytoplasmique de la reptine ainsi
que ses fonctions cytoplasmiques.

C’est a notre connaissance la premiére
fois qu’une analyse protéomique com-
parative de CHC a mis en évidence une
protéine dont I'importance physiopatho-
logique potentielle a pu étre secondai-
rement démontrée par des expériences
de génomique fonctionnelle. La surex-
pression de la reptine dans un cancer
n’avait pas été rapportée directement
avant ce travail. Néanmoins, I'analyse
de données de transcriptome publiées
(http://www.oncomine.org) permet de

retrouver aussi une surexpression dans
3 autres types de cancers (Figure 2).
Globalement, la reptine pourrait étre
une cible dans le traitement des CHC et
peut-étre d’autres tumeurs, en parti-
culier dans la mesure ou elle porte une
activité enzymatique (ATPase) contre
laquelle on pourrait trouver des inhibi-



teurs. Nous utilisons actuellement diffé-
rents modéles animaux afin d’apporter
la preuve du concept que la reptine est
effectivement une cible attractive. ¢

A little less respite

for hepatocellular carcinoma?
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Nouveau dialogue
entre récepteurs

et protéines G trimériques
« Une danse a corps enlacés »

Céline Galés, Michel Bouvier

>Les récepteurs couplés aux pro-
téines G (RCPG) constituent la plus
grande classe de récepteurs membra-
naires. lls régulent un large éventail de
processus physiologiques et représen-
tent donc des cibles importantes pour
le développement de médicaments.
Les RCPG assurent la conversion de
signaux extracellulaires en messa-
ges intracellulaires via des protéi-
nes G hétérotrimériques of3y. Selon le
modele « collisionnel » généralement
accepté et déduit d’expériences réa-
lisées dans des systémes reconstitués,
I’activation de la protéine G passe par
son recrutement par le RCPG occupé
par I'agoniste, suivi de sa dissocia-
tion en sous-unités o et diméres By
capables d’agir sur leurs effecteurs
respectifs [1] (Figure 14). Bien que
différentes techniques biophysiques
permettent d’appréhender les chan-
gements conformationnels du RCPG
ou de la protéine G consécutifs a leur
activation [2], la dynamique des réar-
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rangements structuraux se produisant
a Pinterface des deux partenaires est
@ ce jour encore inconnue.

Nous avons récemment étudié les rela-
tions RCPG/protéine G et les méca-
nismes d’activation de celle-ci en
tirant profit du principe biophysique
de transfert d’énergie bioluminescente
par résonance (BRET) [3]. Ce transfert
d’énergie se produit entre une protéine
donneuse d’énergie, la luciférase de
Renilla reniformis, et une protéine
acceptrice d’énergie, un variant de la
protéine fluorescente verte, GFP [4]
lorsque la distance entre partenaires
est inférieure a 100A. Il est trés sen-
sible a ce parametre car son efficacité
est fonction de la distance donneur/
accepteur a la puissance 6, ce qui fait
du BRET un outil de choix pour étudier
les interactions protéine-protéine et
les changements conformationnels.
Ainsi, '« étiquetage » de RCPG et de
sous-unités des protéines G avec les
partenaires BRET, nous a permis de
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mesurer pour la premiere fois I’in-
teraction et les mouvements entre
un RCPG et les protéines G en temps
réel dans des cellules vivantes [3].
Ce premier travail, réalisé en utilisant
le récepteur B, adrénergique et les
sous-unités Gy ou Gy, nous a permis
de valider I'utilisation des biosenseurs
décrits plus haut pour mesurer ’enga-
gement de la protéine G consécutif a
I’activation du RCPG. l'activation du
RCPG entraine une augmentation du
signal BRET, suggérant un rapproche-
ment entre le RCPG et la protéine G
compatible avec le modéle «colli-
sionnel ». Toutefois, en Iabsence de
stimulation I"observation d’un signal
BRET basal spécifique n’excluait pas la
possibilité que "augmentation du BRET
reflete un réarrangement moléculaire
local au sein d’un complexe RCPG-
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