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Lexpression de la granulysine
améliore la réponse antiparasitaire
des lymphocytes T chez les souris

Afin de confirmer le rdle in vivo de la
granulysine, les auteurs ont analysé
son impact chez les souris atteintes de
différentes parasitoses. Les rongeurs
n’exprimant pas la granulysine, des ani-
maux transgéniques ont été obtenus
par insertion dans leur génome du géne
humain et de ses séquences régula-
trices, limitant ainsi son expression aux
CTL et aux cellules NK (natural killer).
Les souris GNLY*/~ survivent plus long-
temps que les souris sauvages a une
infection parasitaire par Trypanosoma
cruzi, et la parasitémie est diminuée.
Ces résultats confirment les résultats
obtenus in vitro et démontrent que
la granulysine est impliquée dans la
réponse immunitaire antiparasitaire in
vivo. De plus, les résultats obtenus dans
ce modele montrent que les lymphocytes
T CD8" contribuent majoritairement a
cette protection.

Perspectives

Dans ce travail, Dotiwala et al. ont mis
en évidence le rdle coopératif du trio
perforine/granzyme B/granulysine dans

la lutte contre les parasites intracellu-
laires exercée par les CTL et identifié un
nouveau type de mort cellulaire, baptisé
microptose, induit par I'action du gran-
zyme B et largement dépendant des ROS.
Cette étonnante observation d’un type
de mort cellulaire qui pourrait s’appa-
renter a une mort cellulaire programmée
chez un parasite ouvre la voie a de nou-
velles perspectives de recherches fon-
damentale et thérapeutique. €n effet, la
description précise des cascades molé-
culaires impliquées dans I’induction
de la microptose pourrait conduire a
I’identification de nouvelles cibles thé-
rapeutiques exploitables pour la lutte
antiparasitaire. De plus, les résultats
montrent que des souris exprimant la
granulysine survivent mieux aux infec-
tions parasitaires : cette observation
est en contradiction avec des résultats
antérieurs suggérant que la sécrétion
d’IFN-y plutot que 'effet cytotoxique
des cellules T CD8*, permet de controler
les infections par T. cruzi, et remet en
cause la pertinence de ces résultats chez
I’homme. De plus, étant donné "activité
de la granulysine sur les membranes
pauvres en cholestérol, cette réponse
immune dépendante de I’induction de
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microptose pourrait également s’ap-
pliquer a d’autres protozoaires et a
d’autres parasites multicellulaires. Dans
tous les cas, de futures études seront
clairement nécessaires afin d’élucider
ces différents points. ¢

Perforin, granzyme and granulysin
association to kill intracellular parasites
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ou C, favorisent son apparition, ce qui
en fait une priorité de santé publique.
€n effet, une régénération prolongée des
hépatocytes, souvent en relation avec une
hépatopathie chronique, engendre des
lésions génétiques et épigénétiques des
cellules et un déséquilibre de la balance
apoptose — prolifération des hépatocytes
qui facilitent I’émergence d’une tumeur.

Quel rdle pour ’EGFR

dans la régénération

et la carcinogenése hépatiques ?

Un nombre abondant de publications
montrent que la voie de I’EGFR (epidermal
growth factor receptor) intervient dans la
régénération du foie [1-4]. Cependant,
les mécanismes I'impliquant dans la car-
cinogenése restent largement méconnus.
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Une des inconnues réside dans le réle
respectif de la voie EGFR, d’une part sur
la survie cellulaire, d’autre part sur la
prolifération cellulaire [1]. Une seconde
inconnue est celle de Iimportance
d’autres acteurs moléculaires — tels
que le HGF (hepatocyte growth factor)
et son récepteur c-Met — dans ces deux
fonctions de survie et de prolifération,
car leur mode d’action n’est que partiel-
lement caractérisé [5].

C’est a ces deux questions qu’une équipe
de Barcelone apporte des réponses nou-
velles en exploitant un modele animal
original d’étude de la voie EGFR in vivo [6].

Un nouveau modeéle de souris
inactivant sélectivement I'activité
catalytique du récepteur de I’EGF

Pour étudier le role de I’EGFR dans la régé-
nération et la carcinogenese hépatiques,
un nouveau modele de souris transgé-
nique a été développé [6]. ADNc codant
I’EGFR, tronqué de son domaine intracel-
lulaire kinase (AEGFR), a été introduit
dans un chromosome bactérien (RP23-
279P6) sous le contrdle du promoteur de
I’albumine, ce qui permet son expression
spécifiquement dans les hépatocytes. Ce
chromosome a été ensuite injecté dans
les pronucléus d’un ceuf fécondé d’une
souris, puis I’embryon transféré dans
I’utérus d’une souris pseudogestante. Les
souris transgéniques ainsi obtenues ont
été croisées avec des souris sauvages,
produisant des descendants F1 hétéro-
zygotes. Contrairement aux techniques
précédemment utilisées (par exemple
Pinvalidation du géne), cette stratégie
permet d’explorer spécifiquement le réle
de I’activité catalytique : en effet, AEGFR
agit comme un dominant négatif en se
combinant aux récepteurs EGFR endo-
geénes sans modifier leur expression, ni
leur capacité de fixer le ligand endogene.

Linactivation de I’EGFR induit

un retard de prolifération,

mais n’empéche pas la régénération
du foie

Les effets de AEGFR ont été évalués
chez des animaux ayant subi une hépa-
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tectomie partielle et chez des animaux
sauvages. Cette ablation des 2/3 du foie
induit la prolifération des hépatocytes.
Dés 6 h aprés I’hépatectomie, et contrai-
rement a ce qui est observé chez les
animaux sauvages, la phosphorylation
des protéines AKT et ERK (extracellu-
lar signal-regulated kinase) est réduite
dans les hépatocytes AEGFR, démontrant
la perturbation de la voie de signalisa-
tion correspondante. Il existe un retard
de prolifération, qui se traduit par une
diminution du nombre d’hépatocytes
deux jours apres hépatectomie chez les
souris AEGFR, retard qui se corrige apres
trois jours. Ce retard témoigne du fait
que si la voie EGFR intervient dans la
prolifération cellulaire des hépatocytes,
elle n’est pas la seule.

L’€GF jouant un rdle important dans I'at-
ténuation des effets négatifs du TGFP
(transforming growth factor) sur la pro-
lifération [7], les auteurs se sont inté-
ressés a certaines protéines intervenant
dans cette voie. Dans les cellules du foie
des souris AEGFR, la phosphorylation de
la protéine Smad3, témoin de I'activa-
tion de la voie TGFf, est accrue par rap-
port aux cellules du foie de souris sau-
vages, de méme que les transcrits TGFp.
€n revanche, les taux d’ARNm de I'oiy-
macroglobuline, molécule inhibant les
effets de TGFP, sont faibles. Ces résul-
tats confirment des résultats antérieurs
suggérant que la voie EGFR inhibe les
actions de la voie TGFP3 et augmente
par conséquent la réponse proliférative
apres hépatectomie partielle.

Une apoptose accrue n’explique pas le
délai de prolifération chez les souris
AEGFR : la protéine pro-apoptotique
Bim (Bcl-2-like protein 1) n’est pas
surexprimée chez ces souris, et la pro-
téine anti-apoptotique Bclx, (B-cell
lymphoma extra large) n’est pas non
plus sous exprimée. L'€GFR serait exclu-
sivement impliqué dans la prolifération
cellulaire hépatique via la modulation
de I'activation de I'expression des genes
régulateurs du cycle cellulaire induite
par la voie TGFP. Cette hypothése a pu
étre confirmée par I"observation d’une

expression élevée des genes Cdkn2b et
Cdknla, codant respectivement pl5 et
p2l, protéines inhibitrices de I’entrée en
phase S du cycle cellulaire, ce qui peut
expliquer le retard de prolifération des
hépatocytes (Figure 1).

Le fait que la prolifération cellulaire soit
simplement retardée, mais pas abolie,
chez les souris AEGFR hépatectomisées,
signifie que la voie EGFR est nécessaire a
la réponse a I’hépatectomie étant donné
qu’elle libére des signaux mitogenes.
Néanmoins, la récupération au bout de
3 jours suggere I'intervention d’autres
molécules. Cest effectivement le cas :
les ARNm codant le facteur de croissance
hépatique HGF et I’'uPA (urokinase-type
plasminogen) — qui permet la libération
de I’HGF de la matrice extracellulaire —
sont fortement exprimés chez les souris
AEGFR, et le taux de phosphorylation du
récepteur c-Met I’est également. Cette
suractivation de la voie HGF-cMet com-
pense ainsi la défaillance de la voie EGFR
chez les souris AEGFR.

La cinétique de récupération de la
masse du foie apres hépatectomie par-
tielle est la méme chez les souris trans-
géniques sauvages et AEGFR, ce qui
renforce I’hypothese de I’intervention
compensatrice d’autres voies de signa-
lisation impliquées dans la proliféra-
tion. Ce retard de prolifération induit
par I'inactivation de "EGFR n’empéche
donc pas la récupération de la masse
totale du foie.

Linactivation de I’EGFR retarde
’apparition de tumeurs

L'injection de diéthyl-nitrosamine
(DEN, carcinogéne chimique) chez les
souris nouveau-nés sauvages ou AEGFR
induit le développement ultérieur d’un
carcinome hépatique. Si le nombre de
tumeurs et de Iésions prénéoplasiques
chez les souris AEGFR est inférieur a
celui chez des souris sauvages 9 mois
apres le traitement par la DEN, cette
différence disparait apres 12 mois.
L'inactivation de I’EGFR ne fait donc
que retarder I'apparition des tumeurs,
mais n’en abolit pas le développement.
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Figure 1. Vue d’ensemble des réles de I’EGFR dans la régénération et la carcinogenése hépatiques. A. £n situation physiologique lors de la régénéra-
tion hépatique, I"’EGFR permet la prolifération cellulaire via I’activation de la voie HGF/c-Met, des voies AKT et €RK (extracellular signal-regulated
kinase) et via la diminution du taux de p21 et de pl5 inhibitrices de I’entrée en phase S du cycle cellulaire. De plus, I"activation de ces kinases
stimule 'expression des génes intervenant dans la biosyntheése des acides gras, soit FAS (fatty acid synthase) et G6PD (glucose-6-phosphate
déshydrogénase). Enfin, ’EGFR aurait un rdle antiapoptotique via I’ol;-macroglobuline (ot,M) inhibitrice de la signalisation de la voie TGFp, qui
induirait une expression accrue de la protéine antiapoptotique Bclx, et une baisse du taux de la protéine proapoptotique Bmf. B. €n situation
pathologique lors d’une hépatocarcinogenese, I’€GFR a une action proinflammatoire en induisant le recrutement des chimiokines CCL2 et CXCL1 et
des cytokines IL-6 (interleukine-6) et TNFa (tumor necrosis facor alpha), ce qui contribue a induire le développement de tumeurs. EGFR : epider-
mal growth factor receptor ; HGF : hepatocyte growth factor ; HGFR : récepteur de I"HGF : TGF[3 : transforming growth factor beta ; TGF R : récepteur
du TGFP ; uPA : urokinase-type plasminogen ; 0,,M : alpha-2-macroglobuline ; Smad3 : mothers against decapentaplegic homolog 3 ; Bmf : Bel-2-

like protein I ; Belx, : B-cell lymphoma-extra large ; CCL2 : chemokine ligand 2 ; CXCLL : chemokine [C-X-C motif] ligand 1.

Linflammation jouant un réle dans I’hé-
patocarcinogenese, les auteurs ont étu-
dié certains marqueurs inflammatoires
chez ces souris. Aprés traitement par
le DEN, et en comparaison des souris
sauvages, les souris AEGFR n’expriment
aucun marqueur fort de macrophages
dans le foie, et les taux d’ARNm codant
les cytokines pro-inflammatoires IL-6
(interleukine-6) et TNFoL (tumor necro-
sis factor o) dans le stroma péritumo-
ral, et les chimiokines CCL2 (chemokine
ligand 2) et CXCL1 (chemokine ligand 1)
sont faibles. De plus, aucune fibrose
ne se développe. Si ces observations
distinguent le foie des souris sauvages
de celui des souris AEGFR initialement,
aucune différence n’est plus perceptible
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apres 12 mois, démontrant, comme pour
la prolifération cellulaire et I’émergence
des tumeurs, que le déclenchement de
I’inflammation n’est que retardé chez
les souris AEGFR.

Conclusions

L’ensemble de ces résultats montre qu’au
cours des phases initiales de la régéné-
ration hépatique, le role de I’EGFR serait
de privilégier la prolifération cellulaire
et non d’empécher la mort cellulaire, ce
qui précise des résultats précédemment
obtenus [8]. Ce processus se ferait via la
régulation de la voie TGFP et des kinases
impliquées dans le cycle cellulaire.
Cependant, le nombre de protéines pro-
et antiapoptotiques testé est faible, ce

qui ne permet pas d’exclure totalement
un réle dans la survie.

L’absence de récepteur de I"€GF dont
I’activité catalytique est fonctionnelle
retard dans la
régénération et la carcinogeneése hépa-

certes cause un

tocellulaires, probablement rapidement
compensé par I'intervention d’autres
voies de signalisation, telle que celle
de I’HGF/Met, comme en témoigne
I’augmentation de la phosphorylation
de c-Met chez les souris AEGFR. Cepen-
dant, le ou les mécanismes associés a
une absence initiale de carcinogenese
(s’agit-il d’un dysfonctionnement de
I’apoptose ou du processus de néoan-
giogenese dans I’environnement de la
tumeur ?) n’ont pas été étudiés.



Au-dela de
acteurs moléculaires des voies EGFR et

la caractérisation des

HGF/c-Met intervenant dans la proli-
fération cellulaire, ce modele de souris
transgénique AEGFR pourrait aider au
développement d’une stratégie théra-
peutique utile dans les maladies hépa-
tiques chroniques et la carcinogenése
du foie. ¢

€GFR, liver regeneration

and carcinogenesis:

not the only culprit
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Effet papillon et cancer:
ou comment une pression
mécanique induite in vivo
active la tumorigenese

des cellules voisines saines
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> La prolifération et la différenciation
des cellules d’un organisme reposent
sur des interactions étroites avec Ienvi-
ronnement tissulaire et cellulaire. De
méme, une tumeur ne se développe pas
de maniere indépendante des cellules
voisines non tumo-
rales (=9).

En effet, au cours

(=?) Voir a ce propos

le numéro thématique
Microenvironnements
du processus de  tumoraux : conflictuels
et complémentaires,

m/s n° 4, avril 2014

carcinogenése, les
cellules tumorales
agissent sur I’ensemble des tissus avoi-
sinants. Ces tissus, en réponse aux fac-
teurs aussi bien chimiques, sécrétés par
la tumeur, que mécaniques, sont suscep-
tibles de subir des processus carcinogenes
[1]. Les interactions chimiques, telles
que la sécrétion de VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) ou de FGF (fibro-
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blast growth factor) dans les processus
d’angiogenese, sont tres étudiées car
elles représentent de tres larges oppor-
tunités thérapeutiques [2]. €n revanche,
les études concernant les implications des
forces mécaniques dans le développement
des tumeurs sont moins nombreuses. Elles
ont tout de méme permis de montrer
qu’'une pression mécanique sur des cel-
lules tumorales non invasives pouvait
aboutir a Iexpression d’un phénotype
invasif. Ces études ont cependant été
limitées a des approches in vitro [3]. La
problématique soulevée dans I’article de
Nature publié par les chercheurs de Iinsti-
tut Curie (Paris) [4] est la suivante : tes-
ter si la pression mécanique de croissance
tumorale peut engendrer des phénomenes
de tumorigenése dans les tissus sains
(non tumoraux) avoisinant la tumeur, au
sein d’un organisme in vivo. Un groupe de
chercheurs a mis au point une approche
tout a fait novatrice afin d’étudier les
conséquences, sur les tissus avoisinants,
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de la pression mécanique générée au
cours de la croissance tumorale [4]. Les
auteurs ont analysé les voies de transduc-
tion activées dans les cellules subissant
cette force, et se sont intéressés plus par-
ticulierement a la voie de la B-caténine.
Celle-ci a la particularité d’étre pré-
sente dans les jonctions adhérentes et
desmosomales, et d’étre un cofacteur
transcriptionnel, pouvant potentielle-
ment coupler les propriétés mécaniques et
transcriptionnelles des tissus épithéliaux.
Sa translocation nucléaire et sa fixation
sur les facteurs de transcription TCF/LEF
(T-cell factor/lymphoid enhancer fac-
tor) enclenchent alors la transcription de
genes tumorigénes comme cmyc et ccndl
(codant la cycline D) [5].

Une technique innovante induisant
des contraintes de pression

sur les cellules

L’expérience a consisté a mimer la
pression exercée par la croissance des

713

MAGAZINE

PARTENARIAT M/S « ECOLES DOCTORALES




	Quel rôle pour l’EGFR dans la régénération et la carcinogenèse hépatiques ?

	Un nouveau modèle de souris inactivant sélectivement l’activité catalytique du récepteur de l’EGF

	L’inactivation de l’EGFR induit un retard de prolifération, mais n’empêche pas la régénération du foie

	L’inactivation de l’EGFR retarde l’apparition de tumeurs

	Conclusions
	EGFR, liver regeneration and carcinogenesis: not the only culprit

	LIENS D’INTÉRÊT
	RÉFÉRENCES

