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NOUVELLE

Peut-on reprogrammer
des cellules cancéreuses ?

Hélene Gilgenkrantz

Une réponse expérimentale innovante:
le transfert nucléaire

Les modifications génétiques agissent
généralement de concert avec des modi-
fications épigénétiques pour induire un
processus tumoral. Si les premiéres sont
transmissibles, les secondes, telles que
la méthylation de ’ADN ou I’acétylation
des histones, sont potentiellement
réversibles puisqu’elles n’altérent pas
directement la séquence d’ADN. Pour
étudier le role de ces modifications épi-
génétiques dans "oncogenese, I’équipe
de Rudolf Jaenisch a utilisé le transfert
nucléaire. En effet, transférer un noyau
d’une cellule différenciée dans un ovo-
cyte énucléé s’apparente presque a
appuyer sur la touche « remise a zéro »
d’un programme, et donc a effacer les
modifications épigénétiques. Le proto-
cole expérimental proposé ici comprend
deux étapes: transférer tout d’abord un
noyau de cellule tumorale dans un ovo-
cyte énucléé, puis tenter de dériver une
lignée de cellules €S a partir des blasto-
cystes issus de ce clonage. Les cellules
€S obtenues sont alors testées pour leur
double capacité: celle d’induire un pro-
cessus tumoral, et celle de participer au
développement d’un animal par injec-
tion dans un blastocyste diploide ou
tétraploide (Figure 1). Les auteurs ont
testé deux sortes de cellules: des cel-
lules de carcinome embryonnaire (€C)
qui produisent des tumeurs, mais sont
aussi, paradoxalement, capables de
participer a la mise en place de diffé-
rents tissus au cours du développement
embryonnaire [1], et des cellules de dif-
férentes lignées cancéreuses, dont la
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ment et le potentiel tumo-
ral des cellules €S sont
déterminés par des modi-
fications génétiques héri-
tables ou des modifica-

mentale n’était pas

démontrée jusqu’a présent [2].

Cette approche a pour but de répondre a
deux questions: (1) une inversion du
potentiel tumorigéne de cellules cancé-
reuses est-elle possible par transfert
nucléaire? (2) Lactivité de reprogram-
mation d’un ovocyte est-elle suffisante
pour rétablir la pluripotence de lignées
cancéreuses? Chez les amphibiens, il a
été démontré que des noyaux de cellules
€C peuvent étre reprogrammés pour par-
ticiper au développement embryonnaire.
Mais qu’en est-il chez les mammiferes ?

Reprogrammation des cellules

de carcinome embryonnaire

Les cellules de carcinome embryonnaire
sont issues de tératocarcinomes. Leur
pluripotence est connue de longue date:
injectées dans un blastocyste, elles peu-
vent contribuer a la formation de diffé-
rents organes [3]. Trois lignées de cel-
lules EC donnant des profils de tumorige-
nese et de différenciation variés ont été
utilisées pour le transfert nucléaire. Les
blastocystes obtenus apres clonage sont
normaux et ont permis de dériver des
lignées de cellules €S avec un excellent
rendement. Ces cellules - injectées par
voie sous-cutanée chez des souris immu-
nodéprimées - sont équivalentes a la
lignée €C parentale quant a leur propen-
sion a développer des tératomes. De
méme, lorsque les cellules €S sont injec-
tées dans un blastocyste diploide, elles
possédent le méme potentiel développe-
mental que les cellules €C parentales. Par
conséquent, les capacités de développe-

tions épigénétiques « non
réversibles » par la reprogrammation
nucléaire. De fait, des altérations de
I’ADN communes et spécifiques de cha-
cune des lignées ont été détectées dans
les cellules parentales.

Reprogrammation des lignées
tumorales

Il fut beaucoup plus difficile d’obtenir
des cellules €S apres transfert nucléaire
de lignées tumorales. Cette difficulté
s’explique sans doute par le fait suivant:
selon des travaux récents, Iefficacité
d’obtention de cellules €S est directe-
ment corrélée a I’état de différenciation du
noyau donneur [4]. Les cellules EC expri-
ment des marqueurs de « souchitude »
comme Oct4 ou Nanog, a Iinstar des cel-
lules €S. A contrario, dans les ovocytes clo-
nés a partir de cellules différenciées ou de
lignées tumorales, il est probablement
nécessaire de réactiver ces marqueurs de
pluripotence afin d’obtenir un développe-
ment blastocytaire. Toutefois, des blasto-
cystes a priori normaux ont été obtenus a
partir de lignées de mélanome, ce qui
permet de conclure que des cellules can-
céreuses peuvent répondre a des signaux
environnementaux pour participer a la
différenciation des deux premiers
lignages de I’embryon: I’épiblaste et le
trophectoderme, sans prolifération anor-
male. Par deux fois (sur 57 blastocystes),
une lignée de cellules €S a été obtenue a
partir d’un blastocyste issu d’une cellule
tumorale de mélanome. Cette cellule
tumorale provenait d’un animal transgé-
nique déficient pour le locus suppresseur



de tumeur ink4a/Arf, et ol le transgene
Ras est activé de fagon conditionnelle
exclusivement dans les mélanocytes,
aprés administration de doxycycline [5].
Uimpact de la reprogrammation épigé-
nétique sur le développement et le
potentiel tumoral a été testé sur les deux
lignées de cellules €S. Injectées dans des
blastocystes diploides receveurs, une
seule de ces deux lignées a contribué a la
formation de multiples organes dont la
peau, le ceeur, le rein, le foie ou le pou-
mon, sans passage toutefois a la lignée
germinale. Afin de déterminer si les cel-
lules du blastocyste receveur ont pu
complémenter les cellules €S transplan-
tées pour leur participation au dévelop-
pement embryonnaire, les auteurs ont
injecté les cellules €S dans des blasto-
cystes tétraploides. Dans ce type d’ap-
proche, en effet, les cellules tétraploides
contribuent uniquement au placenta et
non au développement de ’embryon. Les
embryons se sont développés jusqu’a
9,5 jours de vie embryonnaire et présen-
taient alors un cceur battant, un tube
neural fermé et des ébauches de
membres et de queue. Mais les remanie-
ments chromosomiques (détectés par
hybridation génomique comparative,
CGH) ont probablement empéché le
développement  ultérieur de ces
embryons.

Le potentiel tumorigéne inductible des
cellules €S issues de la lignée tumorale de
mélanome a été testé sur les souris chimé-
riques. Elles présentent toutes des méla-
nomes multiples apres induction par la
doxycycline, tumeurs qui régressent apres
retrait de la drogue et peuvent étre a nou-
veau réinduites. Des rhabdomyosarcomes
ont également été détectés dans un tiers
des cas, non susceptibles au retrait de la
doxycycline. Par conséquent, le phénotype
malin de ces lignées tumorales peut étre
transitoirement supprimé par cette repro-
grammation ovocytaire et autoriser un
développement précoce a priori normal et
une participation a la plupart des lignages
somatiques, et ce malgré des remanie-
ments  chromosomiques  importants.
Néanmoins, les altérations chromoso-
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miques irréversibles participent au poten-
tiel tumorigene qui subsiste chez les souris
chimeres et le spectre tumoral est plus
important chez celles-ci.

Différentes applications

de cette stratégie

Lensemble de ces résultats suggere que le
génome de cellules cancéreuses peut étre
reprogrammé par ’environnement ovocy-
taire pour donner un état embryonnaire
pluripotent, sans toutefois permettre
d’établir les épigénétiques
capables d’influencer le phénotype malin.

facteurs

Il fournit également une donnée intéres-
sante: |'apparition de rhabdomyosar-
comes dans un tiers des chimeres
confirme I’existence d’une voie commune
entre le développement des mélanomes et
ce type de tumeurs [6]. Cette approche
expérimentale

nucléaire pourrait donc, a 'avenir, non

utilisant le  transfert
seulement servir a caractériser des asso-
ciations entre différents types de cancer,
comme c’est le cas ici, mais également
a amplifier le génome potentiellement

altéré d’une cellule dans le contexte d’un
développement embryonnaire précoce.
Elle pourrait aussi se révéler utile dans
I’étude des désordres génétiques polygé-
niques ou dans la création de modeles de
maladies complexes comme le diabéte. ¢
Is reprogramming of carcinoma

cells possible?
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Figure 1. Approche expérimentale en deux étapes ayant permis de tester la capacité de repro-

grammation de cellules tumorales. Un transfert nucléaire est établi a partir de noyaux de cellules

tumorales. Des cellules €S sont dérivées des blastocystes clonés obtenus. Ces derniéres sont

injectées dans un blastocyste receveur diploide - permettant d’obtenir des souris chiméres (les

deux génomes parentaux du blastocyste et de la cellule €S participent a la formation du souri-

ceau) - ou tétraploide (seules les cellules €S participent & la formation du souriceau).



NOUVELLE

Le mécanisme d’action
de hepcidine déchiffré

Gaél Nicolas, Sophie Vaulont

> ’homéostasie du fer dans I"organisme
repose sur un contrdle strict de I'ab-
sorption du fer au niveau des entéro-
cytes matures de la villosité duodénale.
Ce processus met en jeu un grand
nombre de protéines dont des transpor-
teurs de fer capables de faire traverser
le métal du coté apical (la protéine
DMT1, divalent metal transpoter) et du
c6té basolatéral de la cellule (la ferro-
portine) (Figure 1) (pour revue, voir
[11). Uhepcidine est une petite protéine
synthétisée par I’hépatocyte sous la
forme d’un précurseur de 84 acides ami-
nés. La maturation de I’hepcidine apres
clivage du précurseur conduit a deux
formes moléculaires de 25 et 20 acides
aminés. Ces formes matures, correspon-
dant a la partie carboxy-terminale, ont
été isolées et purifiées dans le sérum et
dans Purine. Elles possedent huit cys-
téines formant quatre ponts disulfures
qui leur conférent une structure com-
pacte unique. D’abord identifiée pour
son activité antimicrobienne, I’hepci-
dine s’est révélée étre un peptide hor-
monal clé du métabolisme du fer
capable d’inhiber I"absorption intesti-
nale du fer alimentaire. Un régime riche
en fer a pour conséquence d’augmenter
la production d’hepcidine afin de dimi-
nuer I'absorption de ce fer en excés [2,
3]. Dans les situations d’hémochroma-
toses sévéres (lorsque par exemple
I’hepcidine est mutée, que ce soit chez
I’lhomme ou chez la souris), cette régu-
lation de I'absorption intestinale de fer
est perdue, ce qui provoque une accu-
mulation de fer trés importante dans les
organes [2, 4]. A Iinverse, une surex-
pression d’hepcidine crée un blocage de
I’absorption de fer, ce qui entraine une
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carence en fer pouvant aboutir a une
anémie [5]. Si ’on connalt bien mainte-
nant le role que joue I’hepcidine dans le
controle de ’homéostasie du fer, on
ignorait encore tout de son mode d’ac-
tion pour inhiber I'absorption du fer, et
surtout sur quelle cible moléculaire elle
était capable d’agir. Uexporteur de fer
évoqué ci-dessus, la ferroportine, pro-
téine transmembranaire présente dans
la membrane basolatérale des entéro-
cytes, semblait étre une cible révée.
C’est effectivement ce que vient de
démontrer le groupe de Jerry Kaplan
(Université d’Utah, USA) en collabora-
tion avec le groupe de Tomas Ganz (Uni-
versité de Californie, USA) dans une
étude publiée dans Science [6]. Les
auteurs ont utilisé un modele cellulaire
(cellules humaines HEK293) dans lequel
la ferroportine fusionnée a la GFP (green
fluorescent protein), la ferro-GFP, est
exprimée de maniere inductible. €n pré-
sence d’inducteur, la ferro-GFP produite
se localise dans la membrane et pro-
voque, lorsque les cellules sont incubées
en présence de fer, une diminution de la
quantité de fer intracellulaire par aug-
mentation de son export. Cela confirme
la fonction d’extrusion du fer intracellu-
laire de la ferro-GFP dans ce modele.
L'ajout d’hepcidine purifiée dans le
milieu de culture induit une internalisa-
tion de la ferro-GFP, associée a une aug-
mentation du fer intracellulaire. Cette
action d’internalisation est rapide (2 &
3 heures) et s’observe pour des concen-
trations physiologiques d’hepcidine. De
plus, cet effet est réversible car la ferro-
GFP retrouve une localisation membra-
naire lorsque I’hepcidine est retirée du
milieu. La méme observation d’interna-
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lisation de la ferro-GFP est reproduite
avec une hepcidine de 25 acides aminés
synthétisée in vitro mais, de fagon inté-
ressante, pas avec la forme la plus
courte de 20 acides aminés. Les auteurs
montrent par des expériences d’immuno-
marquage que la détection de ferro-GFP
est diminuée en présence d’hepcidine et
suggerent sa dégradation via la voie
lysosomale. La co-localisation de la
ferro-GFP internalisée avec le marqueur
lysosomal tardif Lampl renforce cette
hypothese. L'action est spécifique du
couple hepcidine-ferroportine car I'in-
ternalisation de la ferro-GFP n’est pas
observée en présence de protégrine, un
autre peptide antimicrobien, et, inver-
sement, I’hepcidine ne permet par I’in-
ternalisation du récepteur de I’EGF (epi-
dermal growth factor). Les auteurs
démontrent enfin, par des expériences
d’immunoprécipitation, que la liaison
entre I’hepcidine et la ferro-GFP est
directe. Ainsi, trois ans aprés la
démonstration du réle crucial de I’hep-
cidine, ce travail permet-il de proposer
une boucle de régulation assurant le
controle de I"homéostasie du fer
(Figure1). Un exces de fer (par exemple,
avec un régime riche en fer) induit I’ex-
pression hépatique d’hepcidine laquelle
se lie directement avec la ferroportine
pour entrainer son internalisation et sa
dégradation. Le fer s’accumule alors



dans la cellule et n’est plus exporté. La
conséquence en est une diminution du
transport du fer alimentaire au niveau
des entérocytes matures. L’érythro-
poiése qui doit étre maintenue pour pro-
duire suffisamment de globules rouges
pompe alors sur les réserves de fer en
exces, ce qui conduit peu a peu a déplé-
ter celles-ci et a rétablir un état d’équi-
libre. Du fait de sa petite taille, I’hepci-
dine a probablement une clairance tres
rapide, permettant ainsi une inversion
rapide du processus.

Cet élégant travail, réalisé exclusive-
ment sur un modele cellulaire, demande
maintenant une validation in vivo et
pose la question de savoir si toutes les
cellules exprimant la ferroportine vont
étre également sensibles a I’hepcidine.
Outre Ientérocyte mature, I"hepcidine
pourrait en effet agir sur "export du fer,
non seulement au niveau du systeme
réticuloendothélial [2], mais également
au niveau du placenta [5], en se liant sur
la ferroportine qui est fortement expri-
mée dans les macrophages et les cellules
du syncytiotrophoblaste placentaire. La
prochaine étape concerne I’élucidation
des interactions moléculaires entre
’hepcidine et la ferroportine et les
mécanismes biochimiques mis en jeu lors
de I'internalisation de la ferroportine. Il
serait intéressant de déterminer a quel
niveau (interaction et/ou internalisa-
tion) le processus est altéré avec les
formes mutées de I’hepcidine (muta-
tions faux-sens) identifiées chez
’homme dans des surcharges en fer
séveres. De la méme fagon, le role du
peptide de 20 acides aminés reste indé-
terminé. S’agit-il uniquement d’un pro-
duit de dégradation de la forme de 25
acides aminés ?
D’apres les auteurs, la ferroportine
représente le « récepteur » de I’hepci-
dine, mais ’hepcidine a-t-elle livré tous
ses secrets? Il est en effet égitime de se
demander si I’hepcidine ne pourrait pas
agir (suivant sa concentration, ses par-
tenaires, sa cible...) en utilisant un autre
procédé.

Quoi qu’il en soit, ce travail constitue une
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étape décisive pour le développement de
molécules mimant les effets de I’hepci-
dine sur 'internalisation de la ferropor-
tine pour traiter des situations physiopa-
thologiques ou I’hormone est trop faible-
ment produite (hémochromatoses et
autres). A Iinverse, le développement de
molécules qui s’opposent @ I’action de
I’hepcidine sera recherché pour traiter
des situations ol la concentration uri-
naire de I’hormone est trop élevée,
comme c’est le cas lors d’épisodes
inflammatoires ou infectieux [7, 8].
U'hepcidine en exces entrainant alors une

dégradation trop importante de la ferro-
portine pourrait expliquer la mise en place
de 'anémie fréquemment observée dans
les états inflammatoires chroniques. ¢
Deciphering the action mechanism

of hepcidin
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Figure 1. Modéle du mécanisme d’action de I’hepcidine. Apres avoir été réduit, le fer alimentaire

traverse la membrane apicale de I’entérocyte grdce au transporteur DMTI puis transite vers la
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cidine (par un mécanisme qui demeure inconnu) (2). Uhepcidine se lie alors directement sur la
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NOUVELLE

Recyclage polarisé

et formation de la synapse
immune dans les lymphocytes T

Andrés Alcover, Maria Isabel Thoulouze, Thierry Galli

> Parmi les interfaces de communication
entre les cellules du systéme immunitaire,
la synapse immune est I'une des mieux
étudiées. Induite par la reconnaissance
de I'antigene, celle-ci se forme a la jonc-
tion entre le lymphocyte T et la cellule
présentatrice d’antigene. La synapse
immune se caractérise par 'accumula-
tion, puis la réorganisation a I'interface
cellulaire, de divers récepteurs de surface
- dont le récepteur de I'antigeéne des lym-
phocytes T (récepteur T) -, de protéines
du cytosquelette et de protéines de
signalisation cellulaire. Sa description
dans les années 1990 a soulevé des ques-
tions importantes, telles que 'universa-
lité de son organisation, la nature des
mécanismes qui menent @ sa formation et
le role de cette structure trés organisée
dans le processus d’activation des lym-
phocytes T [1]. Une question centrale
s’est alors posée: comment les récepteurs
membranaires sont-ils transportés et
s’accumulent-ils dans la synapse
immune ? Plusieurs mécanismes inter-
viendraient: les récepteurs se déplace-
raient latéralement dans la membrane,
soit par diffusion passive, soit par un
mouvement actif facilité par le cytosque-
lette d’actine et par des moteurs molécu-
laires de type myosine [2] (Figure 14). Les
travaux récents de V. Das et al. [3] ont
permis d’identifier un nouveau mécanisme
de transport du récepteur T vers la synapse
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immune (Figure 1B). Celui- 75724 Paris
ci met en jeu deux phéno-
menes différents: la pro-
priété du récepteur T d’étre
internalisé et recyclé vers
la membrane plasmique, et
la capacité des lympho-
cytes T de polariser leur compartiment
vésiculaire d’endocytose précoce et de
recyclage vers la synapse immune. Des
récepteurs T qui transitent par des endo-
somes peuvent ainsi étre acheminés vers
la synapse immune ol ils sont recyclés
vers la membrane plasmique. Ces travaux
démontrent notamment que ce recyclage
polarisé de récepteurs conduit a leur
accumulation dans la synapse immune.
Pour mettre en évidence ce mécanisme,
des techniques de microscopie en temps
réel ont d’abord été utilisées. Les résul-
tats indiquent que des vésicules d’endo-
cytose contenant des récepteurs T sont
transportées vers la zone de contact entre
le lymphocyte T et la cellule présentatrice
d’antigene, et qu’elles recyclent les
récepteurs dans cette zone de la cellule.
Ces expériences démontrent en outre que
ce type de transport est nécessaire pour
que le récepteur T s’accumule au niveau
de la synapse immune. L’exocytose des
vésicules contenant les récepteurs T est
sous le contrdle des protéines fusogenes
SNARE, cellubrévine, syntaxine 4 et SNAP-
23, homologues des protéines SNARE des
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synapses neuronales. Ainsi,
la quantité de récepteur T
accumulé dépend a la fois
de la capacité du récepteur
d’étre
transport de vésicules le

internalisé, du

long des microtubules, et
du recyclage et de la fusion
de vésicules d’exocytose
avec la membrane plas-
mique. Les lymphocytes T
peuvent ainsi transporter
des récepteurs d’un endroit
a un autre de la membrane plasmique par
une voie intracellulaire impliquant des
endosomes [3].

La mise en jeu d’un tel mécanisme
s’étend a bien d’autres transports que
celui des récepteurs T. Il ferait partie
d’un mécanisme plus général qui se met
en place dans les lymphocytes T consé-
cutivement a la reconnaissance antigé-
nique. Par exemple, le récepteur de la
transferrine, qui est recyclé continuelle-
ment pour transporter du fer du milieu
extracellulaire vers I'intérieur de la cel-
lule, suit le méme parcours et s’accu-
mule également dans la synapse
immune. Hormis les récepteurs membra-
naires, ce mécanisme pourrait égale-
ment impliquer des protéines de signali-
sation associées a la membrane plas-
mique, comme la tyrosine kinase Lck ou
I’adaptateur LAT (linker of activation of
T cell). Ces protéines transitent égale-
ment par un compartiment vésiculaire
qui contient des protéines endoso-
miques, compartiment qui se polarise et
semble fusionner avec la membrane au
niveau de la synapse immune [4, 5].



Le transport polarisé de protéines utili-
sant le compartiment endosomique n’est
pas spécifique des lymphocytes T. Il
constitue un mécanisme conservé, utilisé
lors de divers processus cellulaires. Lors
de la migration cellulaire ou pendant la
phagocytose, par exemple, les endo-
somes de recyclage se dirigent respecti-
vement vers le front de migration ou vers
la coupe phagocytaire, ol ils apportent
des composants membranaires [6, 7].
Dans les neurones, des endosomes de
recyclage peuvent également acheminer
des récepteurs postsynaptiques vers la
membrane plasmique de la synapse et
participer ainsi au renforcement de la
transmission synaptique caractéristique
de la potentialisation a long terme [8].
La mise en évidence de ce mode de trans-
port lors de la formation de la synapse
immune souléve a son tour de nombreuses
questions: quelles sont les protéines
régulatrices qui « connectent » le signal
transmis par le récepteur T a la suite de la
reconnaissance antigénique ? A quel
stade contrélent-elles ce transport ? Au
niveau de la polarisation du cytosque-
lette, du transport de vésicules ou bien
encore de leur fusion au niveau de la
synapse immune ? Enfin, ces protéines
régulatrices interviennent-elles aussi
dans le contréle d’autres types de trafic
polarisé - celui des granules cytotoxiques
[9], des vésicules de sécrétion issues de
appareil de Golgi [10] ou bien encore
celui des endosomes tardifs ? La mise en
évidence d’un réle important de I’exocy-
tose et des protéines SNARE rapproche
encore un peu plus la synapse immunolo-
gique de la synapse neuronale, site d’un
trafic membranaire des plus intenses. ¢
Activation-induced polarized recycling
targets T cell receptors to the
immunological synapse
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Figure 1. Modéle de ciblage du récepteur T (TCR) vers la synapse immune par recyclage polarisé. A.
Les molécules de surface peuvent étre dirigées vers la zone de contact avec la cellule présentatrice
d’antigéne (CPA) directement a partir de la surface cellulaire, soit par diffusion passive, soit par
un mécanisme actif mettant en jeu le cytosquelette d’actine et les moteurs de type myosine. B. Les
molécules de TCR, ainsi que les autres récepteurs qui sont recyclés tels que le récepteur de la trans-
ferrine, peuvent étre adressés a la synapse immune via des endosomes de recyclage. Dans les cel-
lules T non activées (& gauche), 'internalisation (fleches vertes) et le recyclage (fleches bleues)
s’operent de maniére aléatoire d’une région a I'autre de la membrane plasmique. €n revanche,
aprés activation par une CPA, I’internalisation peut toujours s’opérer de maniere aléatoire (fleches
vertes), mais 'exocytose des vésicules de recyclage (fleches bleues) prend place préférentielle-
ment au niveau de la zone de contact avec la CPA. Le regroupement des t-SNARE, puis I"arrimage et
la fusion des vésicules de recyclage contenant la v-SNARE cellubrévine semblent se produire a ce
niveau (encart): SNAP: soluble NSF-attachment protein; NSF: N-ethylmaleimide sensitive fusion
protein; t-SNARE : target-membrane SNAP receptor; v-SNARE: vesicle-membrane SNAP receptor.
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Des cellules souches
embryonnaires humaines
pour le traitement

de la maladie de Parkinson ?

Anselme L. Perrier

> La maladie de Parkinson est une mala-
die neurodégénérative caractérisée par
la perte progressive d’un seul type cellu-
laire du cerveau, les neurones dopami-
nergiques de la substance noire pars
compacta. Cette perte cellulaire
entraine une déficience du striatum en
dopamine, et il n’existe pour I'instant
aucun traitement capable d’arréter ou
d’inverser durablement I’évolution de
cette maladie. Une approche thérapeu-
tique consiste a restaurer la fonction du
striatum en transplantant des cellules
neurales capables, a terme, de rempla-
cer les neurones nigraux perdus. Des
essais cliniques appliquant cette straté-
gie dite «substitutive» sont menés
depuis maintenant prés de 15 ans [1],
essentiellement en transplantant des
tissus mésencéphaliques issus de plu-
sieurs foetus humains (parfois 6 a 10 par
patient). Lapprovisionnement, I’ampli-
fication et la standardisation de ce type
de greffon étant tres problématique, la
généralisation de cette approche théra-
peutique n’est, au-dela de toute consi-
dération éthique, pas envisageable pour
IYinstant. Pour pouvoir traiter un plus
grand nombre de patients parkinsoniens
par transplantation cellulaire, il faudrait
disposer d’une source de greffons au
moins aussi efficace que les tissus
feetaux, mais permettant la préparation
standardisée de grandes quantités de
neurones dopaminergiques.

Dérivées a partir de certaines cellules
d’embryons Ggés de seulement quelques
jours (stade blastocyste), les cellules
souches embryonnaires  (£S) sont
capables de se multiplier pratiquement
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sans limite et de se différencier en tous
types cellulaires de I'organisme (cellules
pluripotentes). Les cellules €S d’origine
humaine constituent donc une source
idéale de greffons pour des applications
cliniques de thérapie cellulaire, mais
seulement si I’on sait diriger efficace-
ment leur croissance et leur différencia-
tion vers les types cellulaires souhaités.
Depuis quelques années, plusieurs
équipes ont réussi a différencier des cel-
lules €S murines, génétiquement modi-
fiées ou non, en neurones dopaminer-
giques [2-5]. Ces neurones ont, chez le
rat parkinsonien, un potentiel thérapeu-
tique proche de celui de tissus feetaux
[6, 7]. Jusqu’a présent, les divers essais
de différenciation neurale de cellules €S
humaines n’avaient permis de produire
que tres marginalement des neurones
exprimant au moins un marqueur dopa-
minergique [8, 9]. Dans un article
récemment publié dans les Proceedings
of the National Academy of Sciences
(USA) [10], I’équipe de L. Studer décrit
un nouveau protocole permettant I'ob-
tention de grandes quantités de neu-
rones dopaminergiques mésencépha-
liques a partir de différentes lignées de
cellules €S humaines. Les auteurs mon-
trent que les voies de différenciation et
de signalisation clés au cours du déve-
loppement du mésencéphale, in vivo,
peuvent étre reproduites de maniére sys-
tématique afin de diriger avec succes la
différenciation des cellules €S en neu-
rones dopaminergiques.

Le premier mois de différenciation in
vitro des cellules €S humaines permet
d’obtenir des

progéniteurs neuraux
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ayant une forte capacité proliférative.
Linduction neurale est déclenchée en
cultivant les cellules a tres faible den-
sité surune couche de cellules stromales
de moelle osseuse. Cette propriété des
cellules stromales est similaire a celle
observée aupres de lignées de cellules
€S de souris ou de singe avec plusieurs
lignées de cellules stromales d’origine
similaire (PA6, MS5, 517, 52) [5, 61. Ala
différence de ce qui est obtenu en utili-
sant des cellules €S murines, la diffé-
renciation neurale de cellules €S
humaines sur des cellules stromales
(MS5) engendre des colonies de cellules
neuro-épithéliales constituées de cen-
taines de structures cellulaires circu-
laires désignées sous le terme de
rosettes neurales (Figure 1A). Dans ces
colonies, I'induction neurale se carac-
térise par I'apparition d’ilots cellulaires
(préfigurant les futures rosettes) qui
cessent d’exprimer des marqueurs de
cellules souches embryonnaires tels que
Oct-4, Nanog ou Cripto, et commencent
a exprimer des marqueurs neuraux tels
que le filament intermédiaire nestine
(Figure 1B), les facteurs de transcrip-
tion Sox-1 ou Pax-6, ou encore la molé-
cule d’adhérence cellulaire neurale N-
CAM. Contrairement a ce que leur mor-
phologie pourrait suggérer [8], les
rosettes issues des cellules €S ne repré-
sentent pas un équivalent in vitro de
tube neural. 'absence de marqueurs de
régionalisation dorso-ventrale dans les
rosettes indique qu’elles représentent
plut6t un équivalent de plaque neurale,
une structure qui apparait plus préco-
cement au cours du développement
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neural. La régionalisation dorso-ven-
trale caractérisée par la formation de
domaines distincts d’expression de fac-
teurs de transcription précis est en effet
tres largement achevée lors de la fer-
meture du tube neural chez la souris. €n
accord avec cette interprétation, les
auteurs observent que les cellules de
rosettes répondent de maniére spéci-
fique a la présence de deux signaux de
régionalisation, Shh et FGF8, essentiels
au développement in vivo du mésencé-
phale ventral [11]. Comme cela est
observé au cours du développement de
la souris, des précurseurs humains
exprimant les facteurs de transcription
Pax2 et Lmx1lb apparaissent en premier
in vitro, suivis par des précurseurs de
neurones post-mitotiques et des jeunes
neurones exprimant des marqueurs spé-
cifiques plus tardifs, tels que les fac-
teurs de transcription €nl et Pitx3, et
finalement la tyrosine hydroxylase
(enzyme clé de la biosynthése de la
dopamine) (Figure 2A-B). Aprés environ
50 jours de culture, les neurones obte-
nus, bien qu’encore assez immatures,
expriment la majorité des marqueurs
caractéristiques des neurones dopami-
nergiques du mésencéphale. Ils posse-
dent des propriétés électrophysiolo-
giques typiques de ces neurones et sont
capables de libérer de la dopamine de
maniére contrélée. La culture finale
résultant de la différenciation dirigée
est composée presque exclusivement de
cellules neurales, parmi lesquelles
figure un nombre important (~ 70%) de
neurones post-mitotiques dopaminer-
giques (Figure 2C).

Les essais cliniques de thérapie cellu-
laire de la maladie de Parkinson a partir
de tissus feetaux ont montré que la qua-
lité tout autant que la quantité des tis-
sus a transplanter étaient essentielles a
I’obtention de bons résultats thérapeu-
tiques. La possibilité de produire des
neurones dopaminergiques a partir de
cellules €S humaines constitue une pre-
miére étape qui rend maintenant pos-
sible la mesure du potentiel thérapeu-
tique de ces cellules dans des modeles
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animaux de la maladie de Parkinson. La
premiére étape doit d’abord permettre
de valider in vivo la qualité du greffon
issu de cellules €S humaines. Plusieurs
propriétés importantes du greffon
nécessitent en particulier d’étre confir-
mées: (1) une absence totale de forma-
tion de tumeur doit étre observée,
démontrant 'absence de contamination
par des cellules €S non différenciées,
fortement tumorigénes; (2) les cellules
greffées doivent survivre et maintenir,

ou méme développer durablement, leur
phénotype neuronal et dopaminergique
in situ aprés la transplantation; (3)
enfin, les neurones du greffon doivent
s’intégrer fonctionnellement dans le cer-
veau hdte, en commengant par ré-inner-
ver le striatum de la maniere la plus
compléte possible. Les étapes ulté-
rieures consistent ensuite en des tests de
comportement permettant de mesurer
I'efficacité thérapeutique (diminution
durable des déficits moteurs) des gref-

Figure 1. Induction neurale de cellules ES humaines déclenchée par des cellules stromales de

moelle osseuse. A. Photo en contraste de phase d’une colonie de cellules €S humaines aprés 28

jours de culture sur une monocouche de cellules MS5. Plusieurs centaines de structures cellu-

laires en rosette sont visibles (agrundissement en encart). B. Précurseurs neuraux en rosette

apres 35 jours de culture: immunodétection de la nestine (en vert) et d’un marqueur de prolifé-

ration cellulaire (Ki67) (en rouge). Les noyaux sont marqués en bleu par du DAPI.

Figure 2. Caractérisation phénotypique des neurones dopaminergiques mésencéphaliques issus de

cellules €S humaines. A. Certains précurseurs de neurones dopaminergiques du mésencéphale,

apres 42 jours de culture, co-expriment le facteur de transcription €n-1 (en vert) et la tyrosine

hydroxylase (TH) (en rouge). B. Aprés 50 jours de culture, les neurones dopaminergiques qui

co-expriment la tyrosine hydroxylase (en rouge) et la tubuline Il (Tuj-1) (en bleu) sont post-

mitotiques car ils ne sont pas marqués par I’anticorps Ki67 (en vert). C. Au-dela de 50 jours de

culture, prés de 70% des neurones Tuj-1* (en vert) co-expriment la tyrosine hydroxylase (en

rouge). Les noyaux sont marqués en bleu par du DAPI.



fons dans des modeéles animaux de la
maladie de Parkinson.

La bonne maitrise de la différenciation
neuronale des cellules €S humaines est
clairement indispensable a I’exploration
du potentiel thérapeutique de ces cel-
lules pour les maladies neurodégénéra-
tives comme la maladie de Parkinson
[12]. €n offrant la possibilité de stan-
dardiser les greffons, les cellules €S
humaines permettront d’évaluer avec
beaucoup plus de rigueur et de facilité,
voire d’accroitre, les bénéfices théra-
peutiques d’une approche substitutive
de thérapie cellulaire de la maladie de
Parkinson. Il est toutefois encore trop
tot pour déterminer si cette stratégie
pourra, a terme, apporter des améliora-
tions des symptomes, meilleures et plus
stables que celles apportées par d’autres

approches thérapeutiques, pharmacolo-
giques ou chirurgicales, comme, par

exemple, les stimulations cérébrales

profondes. ¢
Human embryonic stem cell in
Parkinson’s disease therapy ?
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Le cytosquelette de la cellule
dendritique au service de la

présentation des antigenes

Federica Benvenuti, Stéphanie Hugues, Sebastian Amigorena

> Les cellules dendritiques capturent,
dégradent et présentent les antigenes
aux lymphocytes T sous forme de pep-
tides associés aux molécules du com-
plexe majeur d’histocompatibilité
(CMH). Ces cellules possédent la capa-
cité unique d’activer les lymphocytes T
naifs et de déclencher la réponse immu-
nitaire spécifique. Elles sont présentes
dans les tissus périphériques sous un
état immature, et se différencient, en
réponse a un pathogene, en cellules
matures capables de déclencher I'acti-
vation des lymphocytes T et leur diffé-
renciation en cellules effectrices. La
plupart des produits bactériens sont
détectés par I"organisme grdce a des
récepteurs TLR (Toll-like receptors)
exprimés a la surface des cellules den-
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vité membranaire est
généralement sous le
contrdle du cytosquelette
d’actine, lui-méme réglé
par les petites protéines
de la famille des Rho

dritiques. L'activation de
ces récepteurs entrafne
un programme de matu-
ration des cellules dendritiques, se tra-
duisant, au niveau transcriptionnel, par
une augmentation de I'expression des
molécules du CMH présentant les pep-
tides bactériens et d’autres molécules
dites de « co-stimulation » nécessaires
a la fonction de stimulation des lympho-
cytes T. D’autres changements de la
machinerie cellulaire responsable de la
dégradation et de la présentation des
antigenes ont lieu. Pendant ce processus
de maturation se produit également une
réorganisation du cytosquelette d’ac-
tine de la cellule dendritique [1],
conduisant a I"émergence d’extensions
membranaires (dendrites). Cette acti-

GTPases [2, 3]. Deux

études récemment
publiées dans Science, I"'une menée par
le groupe de C. Watts [4] et la seconde
réalisée dans notre laboratoire [5], ont
permis de mieux comprendre le role de la
régulation du cytosquelette d’actine au
cours des différentes phases de la pré-
sentation antigénique.
L’équipe de C. Watts vient de montrer que
I"activation des TLR a la surface des cel-
lules dendritiques immatures conduit a
une augmentation de leur capacité de
macropinocytose des antigenes et, par
conséquent, a une augmentation de la
présentation antigénique par les molé-
cules du CMH. Ce phénomeéne est rapide
et transitoire, atteignant un maximum
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30 a 45 minutes apres ’engagement des
TLR, et évolue vers une perte progressive
de la capacité d’endocytose. Cette aug-
mentation de "endocytose des antigenes
résulte d’une stimulation de I'activité
des extensions membranaires de la cel-
lule dendritique et dépend du cytosque-
lette d’actine de la cellule dendritique
puisqu’elle est inhibée par la cytochala-
sine D, une substance qui dépolymérise
les filaments d’actine. L'activation des
TLR, outre la stimulation de I'activité
membranaire de la cellule dendritique,
conduit a un désassemblage rapide des
podosomes, regroupements d’extensions
cytoplasmiques riches en actine impli-
qués dans la migration des cellules [6,
7]. La perte de ces structures podoso-
miques est transitoire, et la cinétique de
leur disparition est inversement corrélée
a la phase précoce d’augmentation de la
capacité d’endocytose des cellules den-
dritiques apres I'activation des TLR.

Nous avons pu montrer que la régulation
du cytosquelette de la cellule dendri-
tique est également importante au cours
des phases plus tardives de la présenta-
tion des antigénes aux lymphocytes T.
Les cellules dendritiques matures projet-
tent leurs dendrites de fagon aléatoire
tout autour de leur corps cellulaire au
sein des ganglions lymphatiques, jusqu’a
ce qu’une dendrite entre en contact avec
un lymphocyte T naif. A la suite de ce
contact initial, la cellule dendritique
polarise activement ses dendrites vers le
lymphocyte T, puis déplace entierement
son corps cellulaire pour aller « enlacer »
le lymphocyte T (Figure 1). Ainsi, une
interaction tres stable s’établit entre la
cellule dendritique et le lymphocyte T, et
conduit au développement d’une
réponse optimale des lymphocytes T.
Seules les cellules matures possédent la
capacité d’activer les lymphocytes T
naifs. La polarisation des dendrites vers
le lymphocyte T naif est spécifique de la
cellule dendritique mature et n’existe
pas pour les cellules dendritiques imma-
tures. Nous avons donc émis I"hypothese
selon laquelle ce phénoméne pouvait
étre indispensable a induction d’une
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réponse efficace des lymphocytes T. Le
mécanisme moléculaire qui contrdle
I"activité du cytosquelette des cellules
dendritiques pendant les phases pré-
coces de 'activation de lymphocytes T a
été identifié. Deux petites protéines de
la famille des Rho GTPases, Racl et
Rac?, sont en effet nécessaires a I’éta-
blissement de ce phénomene de migra-
tion de la cellule dendritique vers le lym-
phocyte T naif, et par conséquent a la
formation d’une interaction tres forte
entre les deux types cellulaires. €n effet,
dans des cellules dendritiques défi-
cientes pour Racl et Rac? (RacZ/Z’/’),
ni la formation de dendrites, ni la migra-
tion du corps cellulaire vers le lympho-
cyte Tn’ont lieu. Par conséquent, les cel-
lules dendritiques Rac1/27/~ qui présen-
tent un antigene particulier induisent
une activation et une prolifération
défectueuse des lymphocytes T spéci-
fiques pour cet antigene. Ces résultats
démontrent pour la premiere fois I'im-
portance des mouvements des dendrites,
et donc du cytosquelette d’actine, des

cellules dendritiques pour I'activation
des lymphocytes T.

€n conclusion, ces deux études sugge-
rent qu’afin d’augmenter la capture et la
présentation des antigenes a la suite
d’une stimulation bactérienne, le cytos-
quelette d’actine de la cellule dendri-
tique est tres rapidement désorganisé,
particulierement au niveau des podo-
somes. Par la suite, alors que la capacité
d’endocytose des antigénes de la cellule
dendritique diminue progressivement,
son cytosquelette, via les molécules
Racl et Rac?, se mobilise a nouveau afin
de polariser ses dendrites vers le lym-
phocyte T et d’induire une activation de
ce dernier la plus efficace possible. ¢
Dendritic cell cytoskeleton mobilization
to enhance antigen presentation
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NOUVELLE

Un virus encore plus géant
que les autres

Jean-Michel Claverie

>Un vent nouveau souffle sur la génomique
virale, en particulier celle des grands virus a
ADN. Depuis I'exploit de I’équipe de Barrell
[1], déterminant la séquence compléte du
cytomégalovirus humain des 1990, la
séquence de nombreux génomes viraux de
taille supérieure a 200 kb a été publiée sans
provoquer d’émotion particuliére, ni
remettre en cause la notion de virus dans
notre inconscient collectif. A I’exception de
quelques spécialistes éclairés, nous voyons
toujours les virus comme de tres petits sacs
de genes a Iorigine douteuse, seulement
porteurs de fonctions liées a I'infection et a
la réplication de leur génome, et ne méri-
tant pas d’étre considéré comme véritable-
ment «vivants». Les plus grands de ces
virus (Tableau |) contenaient pourtant plus
de 300 genes propagés par une particule
virale @ la structure complexe.

Les choses vont peut-étre changer avec
la publication [2], par notre laboratoire
et celui de D. Raoult, de la séquence
complete du génome du Mimivirus dont
la taille (1,2 million de nucléotides) et la
complexité (plus de 1000 génes) dépas-
sent largement celles d’une vingtaine
d’organismes cellulaires (bactéries et
archébactéries) (Tableau |).

Découvert par Rowbotham il y a plus de
10 ans au sein d’amibes colonisant le
systeme de climatisation de I’hGpital de
Bradford (Angleterre), la nature virale
de Bradfordcoccus, maintenant rebap-
tise  Mimivirus  (microbe mimicking
virus), avait été révélée par les deux
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mémes équipes marseillaises en 2002, au
terme d’une analyse préliminaire qui
laissait déja présager un génome d’une
taille record [3]. Cette fois, la surprise
ne tient plus seulement a la taille excep-
tionnelle du génome de Mimivirus, mais a
la nature méme des genes qu’il contient.
Les résultats apportés par Ianalyse du
génome de Mimivirus sont de trois types.
Tout d’abord, la présence de genes for-
mant I"ossature conservée du génome de
toutes les familles de grands virus
nucléocytoplasmiques (NCLDV, nucleocy-
toplasmic large DNA virus) a été vérifiée.
Par ce critére, Mimivirus apparait donc
comme un virus «normal», membre du
groupe des NCLDV. Nous avons ensuite
étudié d’une maniere détaillée la simila-
rité des genes de Mimivirus avec leurs
homologues dans les différentes familles
de NCLDV: pox-, irido-, asfar- et phycod-
naviridae. Cette étude a montré que
Mimivirus, s’il est bien ancré au sein des
NCLDV, n’a pas d’affinité particuliere avec
aucune de ces familles préétablies.
Mimivirus est donc le prototype d’une
nouvelle famille, les Mimiviridae. Mais la
plus grande surprise que nous réservait le
génome de Mimivirus était la présence
d’une trentaine de genes dont les fonc-
tions n’avaient encore jamais été rencon-
trées chez un virus. €n particulier, nous
avons pu formellement identifier huit
génes codant pour des composants
essentiels de I'appareil de traduction
protéique: quatre aminoacyl tRNA syn-

7. Burns S, Thrasher AJ, Blundell MP, et al.
Configuration of human dendritic cell cytoskeleton
by Rho GTPases, the WAS protein, and
differentiation. Blood 2001; 98: 1142-9.
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13402 Marseille Cedex 20,
France.

Jean-Michel.Claverie@
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thetases, a cOté de quatre facteurs
contrélant Pinitiation, Iélongation et la
terminaison de la traduction. Mimivirus
possédant par ailleurs six génes d’ARNt, il
apparait donc comme trés significative-
ment impliqué dans la synthese pro-
téique. Lactivité biologique de la tyrosyl
tRNA synthetase de Mimivirus a été véri-
fiée expérimentalement. Rappelons-le,
cette intrusion de la synthese des pro-
téines dans le monde viral viole un dogme
bien établi: ne possédant pas de ribo-
somes, les virus n’ont pas vocation a
intervenir dans la synthése de leurs pro-
téines, fabrication qu’ils déleguent a ’or-
ganisme cellulaire qu’ils infectent. Déja
écorné par la présence de nombreux ARNt
dans des phycodnavirus [4], ce principe
est définitivement battu en breche par la
présence d’enzymes-clés de la traduction
chez Mimivirus. Les aminoacyl tRNA syn-
thetases sont en effet un maillon essen-
tiel dans le respect du code génétique: ce
sont elles qui assurent le chargement du
bon acide aminé en face des bons codons.
La découverte, dans Mimivirus, des pre-
miers homologues viraux de ces enzymes
a également une conséquence pratique
importante. €n effet, a coté des polymé-
rases de I’ADN et de I’ARN, ces enzymes
sont parmi les rares protéines communes a
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tous les organismes vivants. Elles ont des
homologues dans les trois domaines du
vivant: archébactéries, bactéries et euca-
ryotes. Leur analyse phylogénétique permet
donc de brancher Porganisme dont elles
proviennent au sein d’un arbre fondamental
dont la racine est le dernier ancétre commun, LUCA (last
univeral common ancestor) pour les initiés. Cette méthode
a été utilisée pour y connecter Mimivirus et, par extension,
le reste des NCLDV. €t g, la surprise est de taille, car la
branche qui mene a ces virus géants diverge tres vite des
trois grands domaines du vivant déja définis (Figure 1).
Cette position phylogénétique remarquable indique que les
organismes qui ont fourni le noyau dur des genes de
Mimivirus existaient déja a une époque précédant I'émer-
gence des premieres cellules eucaryotes. Cet hypothétique
quatriéme domaine de la vie n’a peut-étre survécu qu’a tra-
vers le groupe des virus a ADN géants, comme parasite des
organismes cellulaires actuels. Méme si personne ne croit
plus vraiment qu’une simple structure en arbre soit le
meilleur modele pour représenter I'origine de la vie, I'an-
crage de Mimivirus & une position trés ancestrale (3 mil-
liards d’années) est compatible avec plusieurs hypothéses
élégantes (mais jusqu’ici sans fondement expérimental) qui
établissent un lien direct entre les virus a ADN et I"émer-
gence du noyau cellulaire [5] des eucaryotes. D’objets
inanimés, les virus - du moins les grands virus a ADN - pour-
raient donc passer au statut beaucoup plus respectable
d’ancétre de nos cellules ! Il est clair, en tous les cas, que
ces virus géants, dont la taille et la complexité génétique
approchent ou dépassent celles d’organismes cellulaires,
n’ont plus rien a voir avec le concept de virus «petit sac
d’acides nucléiques» sans généalogie propre, enseigné
dans les écoles. Une nouvelle appellation (Archevirus,
Girus?) serait la meilleure facon de nous préparer aux
futures découverte de NCLDV encore plus complexes (&
suivre dans www.giantvirus.org), qui semblent établir une
continuité entre le monde des virus proprement dit et les
organismes cellulaires parasites aux génomes les plus
réduits. ¢

An extra large giant virus
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Figure 1. Mimivirus dans I’arbre de la vie. La P>
position phylogénétique de Mimivirus est cal-
culée sur la base d’une concaténation des
genes universels identifiés dans son génome.
Aucun de ces génes ne montre des signes d’ac-
quisition par transfert latéral.

Bactéries

Archébactéries

Organisme

Mimivirus

Treponema pallidum
Rickettsia prowazekii
Chlamydia muridarum
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma pulmonis
Tropheryma whipplei

Onion yellows phytoplasma
Mycoplasma pneumoniae
Mycoplasma mobile
Ureaplasma parvum
Wigglesworthia glossinidia
Buchnera aphidicola
Mycoplasma genitalium
Nanoarchaeum equitans
Canarypox virus
Ectocarpus siliculosus virus

Paramecium bursaria
Chlorella virus 1

Shrimp white spot
syndrome virus

Human herpesvirus 5

Code

Y653733
NC_000919
NC_000963
NC_002620
NC_000117
NC_002771
NC_004572
NC_005303
NC_000912
NC_006908
NC_002162
NC_004344
NC_004545
NC_000908
NC_005213
NC_005309
NC_002687

NC_000852

NC_003225

NC_001347

Taille (pb)

1181404
1138011
1111623
1072950
1042519
963 879
927 303
860 631
816 394
777079
751719
697 724
615980
580 074
490 885
359 853
335 593
330743

305 107

230 287

Date de publication

de la séquence
Novembre 2004
Septembre 2001
Septembre 2001
Octobre 2001
Septembre 2001
Octobre 2001
Février 2003
Décembre 2003
Avril 2001
Mai 2004
Janvier 2000
Juillet 2003
Janvier 2003
Janvier 2001
Février 2004
Janvier 2004
Février 2001

Février 1996

Novembre 2001

Mars 1990

Tableau I. Les plus grands génomes viraux comparés aux plus petits génomes pro-

caryotes. La liste (non exhaustive) des organismes cellulaires dont la complexité

génomique est plus faible que celle de Mimivirus est en rouge. Polydnavirus n’est

pas indiqué car son génome (0,56 Mb), atypique, ne code que pour 156 génes [6].

Pour les autres organismes, compter un géne pour 1 000 pb. Une séquence partielle
(498 kb) du génome du bactériophage G (estimé a 670 kb) est disponible sur le
site du Pittsburgh Bacteriophage Institute (http://pbi.bio.pitt.edu/). Consulter

www.giantvirus.org pour suivre I'actualité des virus géants.
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Bases moléculaires du tropisme

foetoplacentaire de Listeria

monocytogenes

Marc Lecuit, Pascale Cossart

> Listeria monocytogenes, I'espéce bacté-
rienne responsable de la listériose, a la
capacité de franchir trois barrieres au
cours de I'infection chez ’lhomme: la bar-
riere intestinale, la barriere hémato-encé-
phalique et la barriere maternofcetale.
C’est un micro-organisme intracellulaire
facultatif! capable de survivre et de se
multiplier dans les cellules phagocytaires,
et d’induire son internalisation dans les
cellules non phagocytaires, notamment les
cellules d’origine épithéliale humaines. Il a
été proposé que cette capacité d’infecter
les cellules non phagocytaires confére a
Listeria monocytogenes son triple tropisme
pour le tissu intestinal, le systéme nerveux
central et I'unité feetoplacentaire [1, 2].

Des études menées in vitro ont permis
d’identifier les mécanismes moléculaires
de Iinternalisation de L. monocytogenes
dans les cellules épithéliales. L'in-ternaline
(InlA), lorsqu’elle est ancrée a la surface
des bactéries, reconnait un récepteur
exprimé a la surface de la cellule hdte, qui
est un marqueur de différenciation épithé-
liale, la €-cadhérine [3, 4]. Cette interac-
tion est spécifique d’espece, I'internaline
reconnaissant la €-cadhérine humaine,
mais ne reconnaissant pas la £-cadhérine
murine [5]. Cette observation a conduit a
la mise en évidence du rdle crucial du
16% acide aminé de la €-cadhérine mature,
qui est une proline chez les espéces permis-
sives (homme, cobaye, lapin, ovins,
bovins) et un acide glutamique chez les
espéces non permissives (souris, rat).
L’étude par diffraction des rayons X de la

! Micro-organisme intracellulaire facultatif: qui peut sur-
vivre et se multiplier en position intracellulaire et extracellu-
laire, par opposition aux micro-organismes intracellulaires
stricts.
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structure tridimensionnelle
du complexe internaline/€-
cadhérine humaine a per-
mis de démontrer que la
proline 16 de la €-cadhé-
rine humaine est absolu-  France.
ment nécessaire a la for-
mation de ce complexe
moléculaire [6].

Dans un modele murin
transgénique exprimant la
€-cadhérine humaine,
spécifiquement dans les
entérocytes, L. monocyto-  France.
genes acquiert la capacité
de traverser la barriere
intestinale  avec  une
grande efficacité, démontrant le role cru-
cial du couple internaline/€-cadhérine au
cours de I'étape initiale de I'infection
[7]. Ces résultats expérimentaux ne per-
mettent cependant pas d’affirmer que
I'internaline joue un réle dans 'espéce
humaine. De plus, ils ne permettaient pas
de savoir si I'internaline joue un role dans
la traversée des barrieres maternofcetale
et hémato-encéphalique qui comportent,
comme la barriere intestinale, des cel-

lules exprimant la €-cadhérine.

Démonstration épidémiologique

du rdle de I’internaline chez ’lhomme
Afin d’étudier le role éventuel de I'inter-
naline chez ’homme, nous avons adopté
une approche épidémiologique [8]. II
existe en effet des isolats de L. monocy-
togenes qui expriment une internaline
tronquée, qui n’est plus ancrée a la sur-
face des bactéries et est donc non fonc-
tionnelle. In vitro, ces bactéries entrent
trés peu dans les cellules intestinales
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humaines en culture et se
comportent
mutant n’exprimant pas

comme un

d’internaline.

Cette étude épidémiolo-
gique visait a déterminer
la fréquence des isolats
exprimant une internaline
fonctionnelle ou tronquée
au sein de deux échan-
tillons, I'un  d’isolats
d’origine alimentaire?, et
I"autre d’isolats cliniques
responsables d’infection
invasive chez [I’homme.
Notre hypothese de tra-
vail était que I'existence
d’une fréquence plus éle-
vée de souches exprimant
une internaline fonction-
nelle dans le groupe
« isolats d’origine cli-
que dans le
groupe « isolats d’origine alimentaire »

constituerait un argument épidémiolo-

nique »

gique en faveur du role de I'internaline
au cours de la listériose humaine.

Cette hypothése a été confirmée sans
ambiguité [8]. €n effet, sur les 300 iso-
lats cliniques étudiés, 96 % exprimaient
une internaline « sauvage », contre seu-
lement 65% des 150 isolats d’origine ali-
mentaire (p<1077, OR: 12,73, IC 95%:
6,27-26,34). De plus, toutes les souches
a l'origine d’infections feetoplacentaires
(61/61) et toutes celles responsables
d’infections du systéme nerveux central,
sauf une (55/56), exprimaient une inter-
naline «sauvage». Ces résultats démon-
trent non seulement le réle crucial de
I’internaline au cours de la listériose

humaine, mais suggerent également

2 0n ne connaft pas a priori la pathogénicité des souches ali-
mentaires, et les aliments contaminés sont retirés de la
vente. On considére que ces souches alimentaires sont un
bon reflet des souches auxquelles est exposée la population
humaine, qu’elles soient pathogénes ou non.
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qu’elle est impliquée dans la traversée
des barrieres feetoplacentaire et
hémato-encéphalique. De plus, toutes
les souches de sérovar 4b® expriment une
internaline sauvage: ce résultat apporte
donc une explication moléculaire a la
prédominance de ce sérovar dans les cas
de listériose humaine et est en faveur
d’une pathogénicité accrue de ce sérovar
pour I'espéce humaine. Enfin, ces résul-
tats permettent de proposer d’utiliser
I’expression de I'internaline comme un
marqueur moléculaire de virulence pour
I’homme des souches de L. monocyto-
genes isolées de sources alimentaires.

Réle de I’internaline dans la traversée
de la barriére placentaire

La barriere feetoplacentaire comporte
des cellules exprimant la €-cadhérine:
les cellules cytotrophoblastiques et les
cellules épithéliales amniotiques. Un
modele animal transgénique exprimant
en lieu et place de la €-cadhérine murine
la €-cadhérine humaine n’est pas encore
disponible [2]; il permettrait d’étudier
le role de linternaline a toutes les
étapes du processus infectieux in vivo ou
L. monocytogenes est en contact avec
des tissus dont les cellules expriment la
€-cadhérine.

Le placenta humain, qui est de type dis-
coide, multivilleux et hémomonochorial
(Figure 1), est d’organisation voisine de
celle du placenta des autres primates,
mais relativement différente de nom-
breuses autres especes animales. Expulsé
au moment de 'accouchement, que la
grossesse ait été normale ou patholo-
gique (notamment en cas d’infections
néonatales entrainant un avortement ou
un accouchement prématuré), le pla-
centa peut étre étudié au laboratoire.
Qutre I'histologie classique, la culture
primaire de cellules originaires du pla-
centa humain ou d’explants de villosités
placentaires sont réalisables.

A partir de coupes de placenta et d’am-
nios (membrane amniotique) issus de

% Taxon d’un rang hiérarchique inférieur a la sous-espéce et
caractérisé par ses propriétés antigéniques.
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sept patientes ayant eu une listériose
maternofcetale, nous avons pu mettre en
évidence que L. monocytogenes existait a
I’état libre dans la chambre intervilleuse
et infectait les villosités placentaires,
notamment au niveau syncytiotropho-
blastique, pour ensuite former des micro-
abcés au sein des axes villositaires. €n
revanche, au niveau amniotique, les bac-
téries semblaient n’infecter I’épithélium
amniotique qu’a partir du liquide amnio-
tique. Ces résultats semblaient donc
favoriser le scénario d’un franchissement
de la barriere maternofeetale au niveau
placentaire plutdt qu’amniotique. La €-
cadhérine est localisée non seulement au
niveau du cytotrophoblaste, comme cela
avait été précédemment décrit, mais
aussi au niveau du syncytiotrophoblaste,
notamment sur sa face apicale (Figure
24), en contact direct avec le sang
maternel. €n conséquence, L. monocyto-
genes, en position extracellulaire dans le
sang maternel, peut rencontrer son
récepteur au niveau du placenta. A partir
de cellules trophoblastiques primaires
humaines

et d’explants placentaires

humains, nous avons démontré la permis-
sivité du syncytiotrophoblaste a I'infec-
tion par L. monocytogenes (Figure 2B).
Nous avons également reproduit au sein
des explants placentaires infectés ex vivo
des abces villeux semblables a ceux
observés dans les placentas issus de
patientes ayant eu une listériose mater-
nofcetale (Figure 2C) et, enfin, démontré
que I'invasion du syncytiotrophoblaste et
la formation des abces villeux nécessi-
taient la présence de I'internaline [9].

Conclusions

Ces résultats démontrent que L. monocyto-
genes utilise une stratégie commune pour
reconnaitre et traverser les barriéres intesti-
nale et placentaire. lls démontrent égale-
ment qu’a I'immunodépression associée a la
grossesse s’associe un mécanisme spéci-
fique qui permet a L. monocytogenes d’in-
teragir avec le tissu placentaire. En effet, les
cellules endothéliales des microvaisseaux
cérébraux et les cellules épithéliales des
plexus choroides expriment la €-cadhérine.
Ainsi, I'invasion du systéme nerveux central
par L. monocytogenes pourrait également

‘vSung:
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Figure 1. Anatomie de la barriere maternofcetale chez [’homme. A. Schéma des villosités placen-

taires. B, C. Section d’une villosité placentaire colorée & I’hématoxyline-éosine (B), et schéma

histologique correspondant (€). La chambre intervilleuse est normalement remplie de sang

maternel. Le syncytiotrophoblaste multinucléé, qui constitue un véritable syncytium, recouvre

les villosités. Les cellules cytotrophoblastiques sont mitotiquement actives, et donnent nais-

sance au syncytiotrophoblaste par un processus de différenciation et de fusion. Le trophoblaste

est séparé de "axe des villosités contenant les vaisseaux feetaux par une membrane basale. La

barriére placentaire séparant les circulations maternelle et feetale est donc matérialisée par

I’espace tissulaire s’étendant de la membrane apicale du syncytiotrophoblaste aux cellules

endothéliales des capillaires feetaux.



faire intervenir I'interaction entre I'interna-
line et la €-cadhérine. Cette interaction
constituerait alors non seulement la clé du
tropisme d’hGte de L. monocytogenes, mais
également celle de son tropisme d’organe.
D’autres pathogeénes
pour ’lhomme, tels que Toxoplasma gondii,

micro-organismes

le cytomégalovirus ou Treponema pallidum®

utilisent une porte d’entrée muqueuse et
possedent un tropisme pour le systéme ner-
veux central et I'unité feetoplacentaire. Une
approche visant a étudier les similitudes et
les spécificités de ces trois barrieres pourrait
permettre une meilleure compréhension des
stratégies utilisées par les micro-orga-
nismes pathogenes, afin de les circonvenir. ¢

4 gspece bactérienne responsable de la syphilis.

Figure 2. Réle de linternaline dans la traversée
de la barriére placentaire. A. Coupe d’une villo-
sité placentaire humaine centrée sur le syncy-
tiotrophoblaste, immunomarquée avec un anti-
corps dirigé contre la €-cadhérine humaine. La
€-cadhérine apparait en vert, les noyaux en
bleu. B. Adhérence et entrée de bactéries expri-
mant linternaline dans du syncytiotropho-
blaste humain en culture. Les bactéries appa-
raissent en rouge, la €-cadhérine en vert, les
noyaux en bleu. Il existe un recrutement de €-
cadhérine au site d’entrée des bactéries dans le
syncytiotrophoblaste. €. Coupe d’une villosité
placentaire infectée ex vivo par Listeria mono-
cytogenes. Les bactéries ont envahi le syncytio-
trophoblaste, franchi la barriére placentaire, et
permis la constitution de micro-abces villosi-
taires semblables a ceux observés au sein de
placentas issus de femmes enceintes ayant eu

une listériose maternofcetale.
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<« Cycler> sans cycline D

Valérie Lobjois

> La division des cellules eucaryotes est
réglée par des complexes cycline-CDK
(kinases dépendantes des cyclines) qui
controlent la progression des cellules
dans chaque phase du cycle cellulaire
(Figure 1). Ces CDK sont, comme leur
nom I'indique, en partie activées par
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leur association aux sous-unités régula-
trices, les cyclines, dont I"abondance
varie au cours du cycle cellulaire. U'acti-
vité de ces complexes est inhibée par
deux familles d’inhibiteurs (CKI): les CKI
de la famille des Ink4 inhibent CDK4 et
CDKé; ceux de la famille Cip/Kip inhi-
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bent I'activité de tous les complexes
cycline-CDK [1]. La progression des cel-
lules de mammiféres en phase G1,
dépendante des signaux mitogenes, est
contrélée par I'association des cyclines
D (D1, D2 et D3) aux kinases CDK4 et
CDKé, ces complexes phosphorylant la
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protéine du rétinoblastome pRB
(Figure1) [1].

Leur expression étant sensible aux signaux
mitogénes [1], il est admis que les
cyclines D couplent la signalisation extra-
cellulaire a la machinerie du cycle. Afin
d’étudier in vivo la fonction des cyclines D
et de CDK4/6, des lignées murines invali-
dées pour chacun de ces genes avaient été
établies [2-5]. Ces souris sont pour la
plupart viables, les phénotypes observés
étant restreints a certains organes
(Tableau ). Ces données suggéraient une
redondance fonctionnelle entre les
cyclines D1, D2 et D3 et entre CDK4 et CDK6
mais elles n’avaient pas permis de préciser
leur role physiologique, éventuellement
spécifique d’un tissu, ni de savoir si ces
cyclines et CDK étaient les seuls média-
teurs entre la signalisation extracellulaire
et le cycle cellulaire.

Récemment, "obtention de souris invali-
dées pour les trois cyclines D (D1/2/377)
ou pour CDK4 et CDK6 (CDK4/67") a
apporté de

nouveaux éléments de

réponse a ces questions [4, 6]. Les pre-
miéres meurent a 16,5 jours et les
secondes a 18,5 jours de développement.
Dans les deux cas, les embryons ont une
taille réduite mais la majorité des
organes ont une morphogenése normale.
Seul un défaut cardiaque est décrit pour
les embryons D1/2/37~. Cette létalité
embryonnaire est due a une anémie
sévere consécutive a un défaut majeur
d’hématopoiese, lié a une diminution du
taux de prolifération spécifique des cel-
hématopoiétiques (Tableau 1).
Ainsi, il est surprenant de constater que,

lules

dans ces embryons, seules les cellules du
lignage hématopoiétique proliferent de
facon dépendante des complexes cycline
D-CDK4/6, la majorité des tissus étant
indépendants de leur activité.

Les complexes cycline D-CDK4/6 étant
considérés comme les capteurs de la
signalisation extracellulaire lors de la
ré-entrée dans le cycle des cellules
quiescentes, la réponse aux signaux
extracellulaires de fibroblastes dérivés

des deux types d’embryons mutants a été
étudiée. €n culture, ces cellules prolife-
rent, mais moins activement que des
sauvages. Elles répondent
cependant a une stimulation mitogé-
nique, puisque, arrétées en phase de
quiescence (G0) par privation en sérum,
elles ont une cinétique d’entrée en phase

cellules

S, apres stimulation, similaire a celle de
cellules sauvages.

D’un point de vue moléculaire, M.
Malumbres et al. montrent que dans les
cellules CDK4/6~, un complexe cycline
D-CDK2 se forme et est, en partie, res-
ponsable de la phosphorylation de pRB,
permettant ainsi la prolifération de ces
cellules [4]. Cependant, les auteurs pré-
cisent que leurs expériences ne sont pas
suffisantes pour prouver une compensa-
tion totale de la perte des activités CDK4
et CDK6 par CDK2. K. Kozar et al. montrent
que les fibroblastes cycline D1/2/37~ ont
une prolifération dépendante de CDK2
[6]. Dans ces cellules, aprés stimulation
sérique, les complexes cycline €- et
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p27Kip1
P51Kip2
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Figure 1. Cycle cellulaire chez les mammiféres et complexes cyclines-CDK. A. Le cycle cellulaire est composé de quatre phases G1, S, G2 et M. La pro-

gression entre chaque phase est contrdlée par différents complexes cycline-CDK. L'induction de I’expression des cyclines D par des signaux mito-

genes est nécessaire a la progression des cellules en début de phase G1. U'activité des complexes cycline-CDK est inhibée par deux familles d’inhi-

biteurs de CDK: la famille des protéines Ink4 (p16'™4e, p15'mk4b p18Ink4c et p19!nk4d) et spécifique des complexes cycline D-CDK4/6; les protéines

de la famille Cip/Kip (p21CPL, p27KiPl et p57KiP?) agissent sur tous les complexes cycline-CDK. association de p27XP! ou p219PL qux complexes

cycline D-CDK4/6 libéere les complexes cycline €-CDK2, alors actifs. B. Dans les cellules de mammiferes, la progression des cellules en début de

phase G1, dépendante des signaux mitogénes, est contrdlée par I'association des cyclines D (D1, D2 et D3) aux kinases CDK4 et CDK6. Quand ils

sont actifs, les complexes cycline D-CDK4/6 déclenchent la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRB), poursuivie en fin de phase G1

par les complexes cycline E-CDK2. Sous sa forme hyperphosphorylée, pRB est inactive et libére e facteur de transcription €2F, permettant ainsi I'ex-

pression des génes essentiels a la transition G1-S dont le gene cycline €.
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cycline A-CDK2 sont activés avec une
cinétique identique a celle observée dans
les cellules sauvages et I'activité de ces
complexes suffit a inactiver pRB. Dans les
deux types d’invalidations étudiées, les
cellules entrent en phase S malgré une
phosphorylation incompléte de pRB.

Ainsi, ces études montrent que les com-
plexes cycline D-CDK4/6 ne sont pas
indispensables a la prolifération et a
I’entrée dans le cycle cellulaire de cel-
lules quiescentes et révelent 'existence
d’un  mécanisme indépendant des
cyclines D, capable de coupler I'activa-

tion des complexes impliquant la kinase
CDK2 a la signalisation extracellulaire.
Néanmoins, I’absence des cyclines D se
traduit tout de méme par une suscepti-
bilité réduite des cellules a une transfor-
mation oncogénique par Ras et Myc. De
plus, le modéle actuellement admis pour

Génotype
D17/~

D3/~

D1/D27~

D1/37/~

D2/37/~

D1/2/37~

CDK4™"~

CDK6™~

CDK4/67~

Principaux phénotypes in vivo

Létalité post-natale

Taille réduite

Anomalies du comportement et troubles neurologiques
Réduction du nombre de cellules de la rétine

Défaut de lactation due a une absence de prolifération
de I’épithélium mammaire

Femelles stériles

Certains males sont fertiles mais présentent

une réduction de taille des testicules

Réduction de taille du cervelet

Réduction du nombre de cellules B-pancréatiques

Défaut d’expansion des lymphocytes Timmatures

Taille réduite
Défaut de développement du cervelet

Létalité néonatale (apparemment due a des atteintes
neurologiques)

Taille réduite

Rétine hypoplasique

Létalité embryonnaire (18,5 jours de développement)
Taille réduite

Anémie sévere

Létalité embryonnaire (16,5 jours de développement)
Diminution de prolifération des différentes lignées
hématopoiétiques

Taille réduite

Anomalies cardiaques

Viables (homozygotes présents avec un faible ratio)
Taille réduite

Anomalies du comportement et troubles neurologiques
Males fertiles mais présentant une réduction de taille
des testicules

Diminution du nombre de cellules B-pancréatiques

Défaut d’expansion des lymphocytes T immatures

Létalité embryonnaire (entre 14,5 et 18,5 jours de
développement)

Diminution de prolifération des différentes lignées
hématopoiétiques

Taille réduite

Phénotypes observés en culture

Fibroblastes embryonnaires:
croissance réduite mais prolifération
normale

Lymphocytes B:
phase G1 prolongée.

Lymphocytes T:
diminution de la prolifération

Cellules hématopoiétiques et
fibroblastes:

diminution de la prolifération,
sensibilité réduite aux oncogenes

Fibroblastes embryonnaires:
diminution de la prolifération

Lymphocytes T: diminution de la
prolifération

Cellules T et fibroblastes:
diminution de la prolifération

Tableau I. Phénotypes des mutants dont les génes codant pour les cyclines D1, D2 et D3 et CDK4 et CDKé6 ont été
invalidés (d’aprés [10]).
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expliquer la progression
en phase Gl suggere une
séquestration de I’inhibi-
teur p275PL par les com-
plexes cycline D-CDK4/6
(Figure 1). Or, dans les cel-
lules mutantes D1/2/37/~
et CDK4/6™", les concen-
trations de p210P1 et
p27KPL sont diminuées et
I'association de p27KiP!
a CDK2 n’est apparem-
ment pas modifiée.

Ces résultats boulever-
sent donc les modeles
établis, puisque, de fagon
inattendue, les mutants
D1/2/37 et CDK4/6™ ne
montrent pas d’anomalie
majeure de la proliféra-
tion. Au contraire, I’étude
de ces mutants montre
que la majorité des cel-
lules de mammiféres peut
proliférer  indépendam-
ment des complexes
cycline D-CDK4/6. La
nature des mécanismes
compensateurs et leur
implication dans I'inté-
gration  des  signaux
extracellulaires avec le
controle de la proliféra-
tion restent maintenant a
élucider.

Ces études révelent éga-
lement I’existence d’une
spécificité de fonction de
CDK4/6 et des cyclines D
dans les cellules hémato-
poiétiques. Or, chez la
souris et le poulet, on sait
que les cyclines D présen-
tent une expression régio-
nalisée et dynamique au
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cours du développement [7-9]. Les ana-
lyses phénotypiques des souris invali-
dées pour CDK4/6 et les cyclines D ayant
été réalisées a des stades tardifs du
développement, des phénomeénes com-
pensatoires ont pu se produire. L'étude
de stades plus précoces du développe-
ment ainsi que I'inactivation ciblée dans
le temps de ces genes devraient per-
mettre de préciser les fonctions et les
spécificités tissulaires de ces acteurs du
cycle cellulaire. ¢

Cycling without D-type cyclin
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Rod-derived cone viability
factor : un espoir de thérapie
des dégénérescences

rétiniennes ?

Thierry Léveillard, Saddek Mohand-Said, Olivier Poch,

José-Alain Sahel

> Les rétinopathies pigmentaires, qui
affectent 40 000 personnes en France,
font partie d’une large liste d’affections
orphelines jusqu’ici incurables. Chez les
personnes atteintes, les bdtonnets sont
détruits et, en conséquence, les premiers
signes cliniques sont une cécité nocturne
et un champ visuel qui se rétrécit en péri-
phérie. Le champ visuel diminue progres-
sivement jusqu’a rendre la vision «tubu-
laire», traduisant la perte secondaire des
cones qui assurent non seulement la
vision colorée, mais aussi la vision a
contraste élevé, 'acuité visuelle et
toutes les fonctions visuelles en atmo-
sphére lumineuse normale. A mesure que
la maladie progresse, la vision centrale se
réduit, menacant le sujet de cécité.

L'hétérogénéité génétique des rétinopa-
thies pigmentaires  (http://www.sph.
uth.tmc.edu/Retnet) et le mode autoso-
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des bdtonnets [2]. I
s’agit d’une forme réces-
sive de dégénérescence
séquentielle  batonnets-
cones retrouvée chez
’lhomme

Nos travaux ont montré

mique dominant de cer-
taines formes représen-
tent une limitation impor-
tante a la thérapie
génique corrective. Nous
avons  privilégié  une
approche par neuropro-
tection des cones, plus a
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que, lorsque des couches
pures en photorécepteurs
étaient transplantées
dans I'espace sous-réti-
nien de souris rdl dgées
de 5 semaines (a cet dge,
il reste trés peu de baton-
nets [< 0,02 %] mais

encore la plupart des
cones), le transplant
induit la survie d’un

générali-
sable a de nombreux

génes et modes de transmission.

Les mutations décrites depuis 1990 dans
les dystrophies héréditaires rétiniennes
humaines affectent, dans une tres grande
proportion, des génes codant pour des
protéines localisées dans le segment
externe des bdtonnets [1]. Le lien entre la
perte des batonnets et la raréfaction des
cones a été étudié sur un modele murin, la
souris rd1, qui porte une mutation sur le
géne codant pour la phosphodiestérase

nombre de cones signifi-
cativement supérieur (en moyenne 40%,
p <0,001) a celui relevé dans la rétine de
I'ceil congénére, non traitée [3]. Cet
effet trophique, constaté a distance du
transplant, suggérait I"existence de fac-
teurs diffusibles libérés par les cellules
greffées. Des tests effectués in vitro par
coculture de rétines rdl et de rétines
normales, ont confirmé cette hypothése
[4, 5]. Des travaux de purification par-
tielle ont montré que 'activité de viabi-



lité est de nature protéique [6]. Ces fac-
teurs protéiques présomptifs ont été
désignés sous le nom de rod-derived
cone viability factors (RACVF) [7]. La
dégénérescence des bdtonnets chez la
souris rdl - et probablement chez les
humains souffrant de rétinopathie pig-
mentaire - aboutirait a la raréfaction de
ces facteurs de viabilité et ainsi, pro-
gressivement, a la perte des cones.

Pour identifier les RdACVF, nous avons
développé une approche systématique
par clonage d’expression fondée sur un
test de viabilité des cones (Figure 1) [8].
Le modeéle utilisé est une culture de cel-
lules rétiniennes d’embryons de poulet,
cultivées a faible densité et en I’absence

d’agents inducteurs, ce qui conduit a une
différenciation en photorécepteurs par
défaut de signal [9]. Ces photorécep-
teurs sont majoritairement des cdnes,
contrairement a ce qui est observé dans
des cultures de cellules de mammiferes.
Une dégénérescence des cellules post-
mitotiques est observée sur une période
de plusieurs jours, dégénérescence qui
estralentie lorsque ces cultures sont réa-
lisées en présence de milieu conditionné
préparé a partir d’explants rétiniens de
souris normales. Une banque d’expres-
sion de rétines de souris a été construite.
Les plasmides de cette banque ont été
transfectés dans des cellules COS et les
milieux conditionnés issus de ces cellules

> Purification des plasmides de la banque
par ensemble de 100 clones

Banque de rétines de souris

Transfection dans des cellules COS

o Cellules mortes

Division des ensembles

Cellules vivantes

bitintnaastiniiols

sélectionnés en sous-ensemblesJ

Collection des milieux conditionnés

Cultures de rétine d’embryons
de poulet enrichies en cones

Numération cellulaire

Sélection des ensembles candidats

v

RdCVF

Figure 1. Procédure du clonage par expression, utilisée pour mettre en évidence le rod-derived

cone viability factor (RACVF). Les cellules rétiniennes d’embryons de poulet, cultivées a faible

densité et en 'absence d’agents inducteurs, se différencient en photorécepteurs par défaut de

signal. Ces cellules sont majoritairement des c6nes, contrairement a ce qui est observé dans des

cultures de cellules de mammiferes. €n quelques jours, une dégénérescence des cellules post-

mitotiques est observée, dégénérescence qui est ralentie en présence de milieu conditionné pré-

paré a partir d’explants rétiniens de souris normales. Une banque d’expression de rétines de sou-

ris a été réalisée et les plasmides transfectés par ensembles de 100 clones dans des cellules COS.

Les milieux conditionnés issues de ces cellules transfectées ont été ensuite récoltés et transfé-

rés dans les puits des cultures de cones. Apres huit jours, la viabilité des cellules a été mesurée

par des sondes fluorescentes grdce a une plate-forme de comptage automatisé. Les ensembles

(100 clones) présentant une activité de survie ont été divisés en sous-ensembles de 10 clones,

testés a nouveau. Dans un troisieme temps, les clones individuels ont été testés afin d’identifier

’ADNc responsable de I'effet de survie observé. Cette procédure a conduit au criblage de

210 000 clones individuels ; elle a permis d’isoler un clone qui contenait une phase codante cor-

respondant & une nouvelle protéine sécrétée, le rod-derived cone viability factor (RACVF).
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transfectées ont ensuite été récoltés et
transférés dans les puits des cultures de
cones dont la viabilité a été mesurée. Un
clone qui présentait le plus grand effet a
été isolé; il contenait une phase codante
correspondant a une nouvelle protéine
sécrétée de 109 acides aminés, que nous
avons nommé rod-derived cone viability
factor [8].

RACVF présente une homologie avec la
famille des thiorédoxines. Le polypeptide
isolé est un variant d’épissage d’un nou-
veau gene (Txnl6), tronquée dans le motif
thiorédoxine et ne possédant pas 'activité
thiol-oxydoréductase [10]. Lexpression
dumessager de RACVF, qui est restreint a la
rétine, est perdue aprés la perte des
batonnets. La protéine est retrouvée dans
les segments externes des batonnets et
dans I'espace extracellulaire entourant
les photorécepteurs. A plus haute résolu-
tion, un marquage plus intense, colocali-
sant avec la surface des cones, suggere
existence d’un site d’affinité pour
RdCVF & la surface des cdnes [8]. Sur le
plan fonctionnel, I'injection de RdACVF
purifié dans I'espace sous-rétinien de
souris rdl aprés dégénérescence des
bdatonnets, aboutit a une protection
significative des cones, sur une période
d’une quinzaine de jours. In vitro, I’élimi-
nation par immunodéplétion de RdCVF
résulte en une forte diminution de I'effet
protecteur induit par le milieu condi-
tionné.

RACVF posséde les caractéristiques d’un
facteur sécrété par les bdtonnets,
nécessaire a la survie des cones, et
représente une nouvelle piste thérapeu-
tique pour les rétinites pigmentaires.
RACVF est le second membre d’une
famille de protéines représentant des
formes tronquées des thiorédoxines avec
les caractéristiques des facteurs de
croissance [11]. Il semble que, durant
I’évolution, le motif protéique thioré-
doxine, une protéine sécrétée, ait évolué
pour assurer de nouvelles fonctions de
communication intercellulaire. ¢
Rod-derived cone viability factor:

a clue for therapy of retinitis
pigmentosa?
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NOUVELLE

Un nouveau role
pour aquaporine 3
Gaélle Bellemeére, Otto Von Stetten, Thierry Oddos

> Depuis la découverte de "aquaporine 1
par ’équipe de P. Agre [1], récompensée
par le Prix Nobel de chimie en 2003, plus
de 200 aquaporines ont été identifiées
dans le monde vivant, dont 11 chez les
mammiféeres [2]. Les aquaporines sont
constituées de six domaines transmem-
branaires qui délimitent un canal central
présentant une structure typique en
sablier [3]. La perméabilité de ce canal
permet de distinguer grands
groupes d’aquaporines: les aquaporines
dites «classiques», perméables a I’eau

deux

stricto sensu, et les aquaglycéroporines,
perméables a I'eau, au glycérol ainsi
qu’a d’autres solutés de petite taille
[4]. Localisées dans de nombreux épi-
théliums, les aquaporines contribuent
essentiellement aux mécanismes d’ab-
sorption/excrétion de I’eau et partici-
pent & son homéostasie. A titre
d’exemple, citons I’aquaporine 2, impli-
quée dans I’absorption rénale de I'eau et
dont les mutations sont a I'origine de
10 % des diabetes néphrogéniques insi-
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pides héréditaires [5]. Cependant, des
études récentes indiquent que les aqua-
porines ne seraient pas cantonnées au
seul role de «passeuses d’eau» des cel-
lules.

L'aquaporine 3 est une aquaglycéroporine
présente dans les couches basales des
épitheliums de nombreux organes tels que
le rein, le poumon ou I’intestin [2]. Dans
la peay, 'aquaporine 3 est localisée dans
les kératinocytes [6]. Les souris dont le
géne de 'aquaporine 3 a été invalidé pré-
sentent une perte d’élasticité de I’épi-
derme, une altération de la barriere cuta-
née ainsi qu’une diminution de la quan-
tité d’eau contenue dans le stratum cor-
neum a I’origine d’une sécheresse pro-
noncée de la peau [7]. Uensemble de ces
observations plaide en faveur d’un rdle
de I'aquaporine 3 dans I"homéostasie
hydrique de ’épiderme. Cependant, une
étude menée par X. Zheng et W. Bollinger-
Bollag suggeére que "aquaporine 3, par sa
perméabilité au glycérol et en interagis-
sant avec la phospholipase D, pourrait

9. Adler R, Hatlee M. Plasticity and differentiation of
embryonic retinal cells after terminal mitosis.
Science 1989 ; 243 : 391-3.

10. Arner €S, Holmgren A. Physiological functions of
thioredoxin and thioredoxin reductase. Eur / Biochem
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11. Pekkari K, Avila-Carino J, Gurunath R, et al.
Truncated thioredoxin (Trx80) exerts unique
mitogenic cytokine effects via a mechanism
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Lett 2003; 539: 143-8.
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également intervenir dans les méca-
nismes de prolifération et de différencia-
tion des kératinocytes [8].

Les auteurs ont démontré, dans des kéra-
tinocytes en culture, que I’aquaporine 3
est détectée dans des fractions enrichies
en cavéoline 1. Les cavéoles sont impli-
quées dans la signalisation cellulaire. €n
particulier, elles contribuent a la régula-
tion de la NO synthase endothéliale et
jouent un réle dans la signalisation cal-
cique [9]. La localisation de I'aquapo-
rine 3 dans les cavéoles permet donc
d’envisager une contribution éventuelle
de ce canal a certains mécanismes de
transduction du signal. A appui de cette
hypothése, les auteurs montrent que
I"aquaporine 3 coprécipite avec la phos-
pholipase D2, et ce méme en présence de
détergent, ce qui suggere I’existence
d’une interaction protéique directe entre
les deux protéines dans les cavéoles.

La phospholipase D2 hydrolyse la phos-
phatidylcholine et engendre [I'acide
phosphatidique et la choline. &n pré-



sence de glycérol, I’hydrolyse de la phos-
phatidylcholine par la phospholipase D2
conduit a la formation de phosphatidyl-
glycérol. Or, le phosphatidylglycérol est
un activateur de certaines isoformes de
la protéine kinase C (PKC), dont cer-
taines interviennent dans la régulation
du cycle cellulaire [10]. €n particulier,
dans I’épiderme, "activation de la PKCol
induit I’expression de protéines spéci-
fiques des couches basales de I’épiderme
telles que la filaggrine et la loricrine et
contrdle la prolifération des kératino-
cytes [11]. A Vinverse, I'activation de la
PKCO induit I’expression de protéines
spécifiques des couches supérieures de
I’épiderme, telles que I'involucrine et la
transglutaminase, indiquant un réle de
cette kinase dans I'arrét de la proliféra-
tion et la différenciation des kératino-
cytes [11]. Paquaporine 3, en établis-
sant un couplage fonctionnel avec la
phospholipase D2, pourrait faciliter la
formation de phosphatidylglycérol et
étre impliquée dans la prolifération ou la
différenciation des kératinocytes de
I’épiderme (Figure 1). Afin de confirmer
cette hypothése, X. Zheng et W.
Bollinger-Bollag ont étudié les varia-
tions de I’expression et de I"activité bio-
logique de I'aquaporine 3 au cours de la
différenciation des kératinocytes.

La différenciation des kératinocytes est
placée sous le controle de plusieurs mes-
sagers dont les ions Ca®* et la 1,25-dihy-
droxyvitamine D3. Ainsi, "application de
ces deux médiateurs sur des kératino-
cytes en culture entraine une diminution
tres importante de [I’expression de
I’aquaporine 3 (& I’échelle de "ARNm et
de la protéine) alors que les concentra-
tions de phospholipase D2 demeurent
inchangées. Ces résultats sont en accord
avec des travaux antérieurs démontrant
que I’aquaporine 3 est exprimée princi-
palement par les cellules des couches
basales (prolifératives) de I’épiderme,
et non par les cellules différenciées des
couches supérieures [10]. Il est impor-
tant de noter que certaines protéines de
la famille de p53, telles que p63, sont
exprimées exclusivement par les kérati-
nocytes en phase proliférative [11]. Or,
la séquence promotrice du gene codant
pour I’aquaporine 3 présente des sites de
liaison aux protéines de la famille de
p53. Ces données suggerent que la trans-
cription du géne codant pour "aquapo-
rine 3 pourrait étre contrélée par pé3.
Par ailleurs, les auteurs ont démontré
que Iapplication de Ca?* ou de 1,25-
dihydroxyvitamine D3 provoque une
diminution de la capture de glycérol par
les kératinocytes en culture, démontrant

N

Phosphatidylcholine

» Phosphatidyl glycérol + choline

Figure 1. Interaction fonctionnelle entre ’laquaporine 3 et la phospholipase D. La perméabilité de

I’aquaporine 3 au glycérol facilite la formation du phosphatidylglycérol, catalysée par la phos-

pholipase D (PLD). Le phosphatidylglycérol est un activateur de protéine kinases C (PKC) dont

certaines isoformes modulent la prolifération et la différenciation des kératinocytes.
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ainsi que la répression de I’expression de
I"aquaporine 3 provoque une diminution
de son activité de transport du glycérol.
L'ensemble de ces travaux a permis de
mettre en lumiere un rdle inattendu de
I’aquaporine 3 dans les mécanismes de la
prolifération et de la différenciation des
kératinocytes. En interagissant avec la
phospholipase D2 dans les cavéoles,
’'aquaporine 3 facilite la formation de
phosphatidylglycérol, un activateur de
plusieurs isoformes de la PKC qui inter-
viennent dans la prolifération et la diffé-
renciation des kératinocytes. De plus, de
fagon rétroactive, la différenciation des
kératinocytes provoque une diminution
de I'expression du gene codant pour
I’aquaporine 3, accompagnée d’une dimi-
nution de son activité de transport du
glycérol. Ce mécanisme pourrait per-
mettre une régulation fine de I'activité de
la phospholipase D2, une diminution de la
formation de phosphatidylglycérol et une
modulation de lactivité des PKC. Ces
données confortent I’hypothese d’une
fonction spécifique supplémentaire de
’aquaporine 3 dans Iépiderme, éloignée
du réle de transporteur d’eau dans lequel
elle a été cantonnée jusqu’a présent. ¢

A new role for aquaporin 3
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Dépistage IRM du cancer
du sein chez les femmes
a haut risque: une avancée

dans le dépistage ?

Martine Meunier, Dominique Stoppa-Lyonnet

> Cinq pour cent des cas de cancer du
sein sont liés a une prédisposition géné-
tique majeure. Les mutations constitu-
tionnelles des genes BRCAI et BRCAZ
sont a I"origine de 65% des cas de pré-
disposition [1]. On estime qu’une femme
sur 400 dans la population est porteuse
d’une mutation de I'un ou de I"autre de
ces génes [2]. Leur risque de cancer du
sein cumulé a I’dge de 70 ans est de
Iordre de 65% et 45% en cas de muta-
tion de respectivement, BRCAI et BRCAZ.
A 50 ans, il est déja de 38% et 16% [3],
soit entre 8 et 20 fois supérieur a celui
des femmes de la population générale
auxquelles on propose de participer au
dépistage organisé. Du fait de I’augmen-
tation significative du risque des 30 ans,
la prise en charge des femmes a haut
risque doit débuter a cet age, voire dés
25 ans lorsqu’un premier cas est survenu
dans une famille avant I’Gge de 30 ans.

Aujourd’hui, en I'absence de chimio-
prévention et a [I'alternative d’une
chirurgie prophylactique mutilante et
irréversible, seule la surveillance mam-
maire peut se discuter. La densité mam-
maire visible sur les clichés mammo-
graphiques est fonction de I’dge: les
seins des femmes jeunes sont plus
denses, ce qui a pour conséquence une
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sensibilité de dépistage
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d’aspect complexe, son
interprétation peut étre
difficile et son utilisation
dans le cadre du
dépistage n’a jamais été
validée. €n effet, devant
une prise de contraste,

parfois de trés petite

moindre de la mammo-  @curie.net

graphie. €n 1998 et lors

de sa mise a jour en 2004,

un rapport d’expert a recommandé de
réaliser un examen clinique tous les six
mois, une mammographie annuelle dés
I’age 30 ans, généralement couplée a
une échographie [4, 5]. Néanmoins,
plusieurs études ont montré que, mal-
gré cette surveillance, il y avait jusqu’a
50% de cancers d’intervalle, c’est-a-
dire des cancers détectés cliniquement
par une masse palpable entre deux
mammographies [6-8] (on attendrait
que le diagnostic soit fait par la mam-
mographie au stade infraclinique). Ces
mauvaises performances diagnostiques
ont conduit certains a compléter le
bilan annuel par une imagerie par réso-
nance magnétique (IRM). Depuis une
dizaine d’années, I'IRM s’est imposée
dans le diagnostic des cancers du sein
infiltrants. €lle peut étre complétée par
une injection intraveineuse de produit
de contraste qui permet I"étude de la
vascularisation du tissu mammaire et
de la néovascularisation associée aux
cancers. Si cet examen complémentaire
est utilisé en pratique courante pour
documenter une anomalie radiologique

taille, il est nécessaire de

distinguer une Iésion
maligne d’une lésion
bénigne (fibroadénome, mastose

fibrokystique) et d’une image qui corre-
spond a une structure anatomique
(petit ganglion intramammaire, vais-
seau). Par ailleurs, les critéres d’inter-
prétation n’ont pas encore été validés
sur de grandes séries. En conséquence,
la spécificité de I"IRM, c’est-a-dire sa
capacité de classer comme bénignes
des lésions effectivement bénignes, est
faible. Deux études récentes ont exam-
iné I'apport de I'IRM chez les femmes a
haut risque de cancer du sein, défini par
la présence d’une mutation de BRCA1/2
[9, 10]. La sensibilité de 'IRM apparait
trés supérieure a celle de la mammo-
graphie et de I’échographie (Tableau 1) :
la taille moyenne des tumeurs détec-
tées par IRM est plus petite. Ces résul-
tats doivent étre considérés cependant
avec prudence. €n effet, dans I’étude de
€. Warner, avec une sensibilité de I’IRM
a 77%, 5 cancers sur 22 n’ont pas été
identifiés: un cas de cancer d’intervalle
a 7 mois du bilan d’imagerie, deux can-
cers visibles par la mammographie seule
et deux autres par I’échographie seule.



Ce résultat montre la complémentarité
nécessaire de ces différents examens.
Par ailleurs, la spécificité et la valeur
prédictive positive de I'IRM sont beau-
coup moins bonnes que celles de la
mammographie, conduisant notam-
ment a un nombre élevé de biopsies
pour des lésions bénignes (14% dans
I’étude de €. Warner et al.). Si la relec-
ture de la mammographie et de I’é-
chographie aprés la détection d’une
prise de contraste a I'IRM ne permet pas
d’orienter les biopsies nécessaires au
diagnostic de certitude de Iésion

maligne, ces biopsies doivent étre réal-
isées avec un repérage sous IRM. Ce
repérage est complexe et nécessite une
antenne  particuliere, en général
disponible seulement dans les centres
spécialisés. Il a été montré que 75% des
prises de contraste vues en IRM n’é-
taient pas visibles en échographie et,
parmi celles-ci, 15% correspondaient a
un cancer [11]. Ainsi, on peut retenir
que la prise en charge des résultats de
I’ensemble de ces examens nécessite
des équipes spécialisées en sénologie
interventionnelle.

Nombre de cas Nombre de cancers Sensibilité’

(BRCA1/2) identifiés!
[9] 236 22
IRM
Mammographie
€chographie
[10] 1909 dont 51
IRM 358

Mammographie BRCA1/2

(%) (%) positive’ (%)
77,0 95,0 46,0
36,0 99,8 88,9
33,0 96,0 29,0
71,1 90,0 32,3
40,0 95,0 47,8

Tableau I. Résultats des techniques de dépistage du cancer du sein chez des patientes a haut

risque, obtenus a partir de deux études [9, 10]. ! Le nombre de cancers identifiés dans les deux

études n’est pas similaire du fait de la définition des risques fondée en partie sur la seule his-

toire familiale dans I’étude de M. Kriege et al. [10] et du fait du recul du suivi différent entre les

deux études. 2 Sensibilité: (nombre de vrais positifs/nombre de vrais positifs + nombre de faux

négatifs) x 100. ° Spécificité: (nombre de vrais négatifs/nombre de vrais négatifs + nombre de

faux positifs) x 100. *Valeur prédictive positive: (nombre de vrais positifs/nombre de vrais posi-

tifs + nombre de faux positifs) x 100.
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€n conclusion, le bénéfice de la surveil-
lance par IRM ne pourra étre retenu que
lorsqu’il aura été montré qu’elle est
associée a une diminution de la mortal-
ité. De plus, des questions restent a
résoudre comme la combinaison et la
périodicité des examens (mammogra-
phie et IRM annuelles, réalisées avec un
décalage de six mois I’'une par rapport a
I’autre), assiduité des femmes a cette
surveillance qui risque, a terme, d’étre
obérée par des examens invasifs itéra-
tifs, et, enfin, d’'un point de vue socio-
économique, son colt ainsi que celui
des examens induits. Les résultats des
études de £. Warner et M. Kriege nous
encouragent a proposer, dans un cadre
d’évaluation, un suivi IRM chez les
patientes porteuses d’une altération
d’un géne BRCA [9, 10]. Il faut cepen-
dant rester prudent chez les femmes
dont le risque est défini par la seule his-
toire familiale et chez lesquelles I’inci-
dence attendue des cancers est quatre
fois moins importante que chez les
femmes porteuses d’une mutation BRCA.
€n effet, dans ces conditions, la mau-
vaise valeur prédictive positive de I'IRM
est, au moins aujourd’hui, une limite a
son utilisation en dépistage. ¢
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Prévention de la transmission
mere-enfant du VIH:
un protocole simple,
d’une efficacité remarquable

Marc Lallemant, Gonzague Jourdain, Sophie Le Ceeur,
Nicole Ngo-Giang-Huong, Vallop Thaineua

> En I'absence de prévention, environ
35% des enfants nés de mere séroposi-
tive sont eux-mémes infectés: 10% pen-
dant la grossesse, 15% pendant le tra-
vail et 10% pendant [allaitement
maternel. €n 2003, plus de 600 000 nou-
veau-nés ont été infectés par le VIH.
Pourtant la majorité de ces infections
auraient pu étre évitées. En effet, en
1994, [I'essai clinique PACTG 076-
ANRS 024 démontrait I'efficacité remar-
quable d’un médicament antirétroviral,
la zidovudine (AZT) pour prévenir la
transmission meére-enfant du VIH au
cours de la grossesse et lors de I"accou-
chement: chez ces femmes qui n’avaient
pas allaité, la transmission a I’enfant
était de 8% dans le groupe recevant de
la zidovudine et de 23% dans le groupe
placebo, soit une diminution de pres de
70% du risque de transmission [1].

Actuellement, dans la majorité des pays
industrialisés ou I'allaitement artificiel
est la regle pour les meres infectées, la
transmission est encore plus faible, infé-
rieure a 2%, grace a I'utilisation de com-
binaisons d’antirétroviraux pendant la
grossesse et la pratique fréquente de
césariennes avant le début du travail. €n
revanche, dans les pays en voie de déve-
loppement ou vivent la grande majorité
des femmes infectées, les programmes de
prévention restent encore limités en rai-
son des difficultés rencontrées par les sys-
témes de santé pour les mettre en ceuvre.
Dans le cadre d’un programme interna-
tional de recherche clinique entre la
Thailande, la France et les états—Unis, les
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chercheurs du groupe IRD-PHPT (Institut
de recherche pour le développement -
Perinatal HIV prevention trial) ont réa-
lisé, entre 2001 et 2003 en Thailande, un
essai clinique de phase I, randomisé, en
double insu, visant a déterminer si I’ad-
jonction au traitement standard par
zidovudine d’une dose de névirapine chez
la mére au moment de "accouchement,
et chez son enfant peu aprés la nais-
sance, pouvait réduire la transmission
survenant pendant 'accouchement. Cet
essai était financé par le National
Institute of Health et I’Agence nationale
de recherches sur le sida.

Dans 37 hopitaux thailandais, 1844 femmes
enceintes infectées par le VIH ont parti-
cipé a cet essai. Toutes recevaient un
traitement par zidovudine débutant a 28
semaines de grossesse ou le plus tot pos-
sible par la suite, ainsi que leurs enfants
pendant la premiére semaine de vie. De
plus, elles n’allaitaient pas leurs
enfants. Les femmes ayant donné leur
consentement étaient affectées au
hasard a I’'un des trois groupes du proto-
cole. Les patientes du premier groupe
(référence) ne recevaient qu’un traite-
ment standard par zidovudine. Dans le
second groupe, les meéres recevaient,
outre le traitement standard par zidovu-
dine, une dose unique de névirapine au
moment de I'accouchement. Dans le
troisiéme groupe, les meres étaient trai-
tées comme celles du deuxieme groupe
et les enfants recevaient une dose de
névirapine 48 a 72 heures aprés la nais-
sance. Le diagnostic d’infection de I’en-
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fant était fait par un test d’amplifica-
tion génique du VIH (polymerase chain
reaction).

€n mai 2002, aprés la premiere analyse
intermédiaire, I'inclusion dans le groupe
ne recevant pas de névirapine était
interrompue car la transmission dans ce
groupe était trés supérieure a celle
observée dans le groupe ou meére et
enfant recevaient une dose de névira-
pine (6,3% contre 1,1%, p < 0,001).
Uinclusion dans les deux autres groupes
de I’étude s’est poursuivie pour détermi-
ner s’il était nécessaire ou non de donner
de la névirapine a I'enfant en plus de la
dose administrée a la mere. Lors de
analyse finale, la transmission était de
2,0% dans le groupe ol meres et enfants
avaient recu de la névirapine, et de 2,8 %
dans le groupe ou seules les meres en
avaient recu (test de non-infériorité:
p=0,03).

Cet essai a donc démontré qu’il était
possible, avec un traitement tres simple,
de réduire le risque de transmission du



VIH de la mere a I'enfant a un niveau
similaire a ceux obtenus avec les procé-
dures complexes utilisées dans les pays
industrialisés.

Dans le cadre de cet essai, il était pro-
posé aux femmes immunodéprimées
(compte (D4 < 250 cellules/mm?®) de
démarrer une triple thérapie, prise en
charge par le Ministere de la santé, apres
I’accouchement si ce traitement n’avait
pas été institué auparavant.

Létude de 269 femmes immunodépri-
mées (48 n’ayant pas recu de névirapine
au moment de accouchement et 221 en
ayant recu) a montré qu’aprés six mois
de traitement, 'augmentation des CD4
était similaire dans les deux groupes. €n
revanche, la proportion de patientes
ayant une charge virale inférieure a
50 copies/ml était de 68% chez les
patientes ayant recu de la névirapine au
moment de I"accouchement, et de 49%
chez les autres (p = 0,03). Dix jours aprés
I’accouchement, aucune mutation du
VIH associée a la résistance a la névira-
pine n’était trouvée chez les femmes
n‘ayant pas regu de névirapine au
moment de ’accouchement, alors qu’au
moins une mutation était trouvée chez
32% des femmes en ayant recu (K103N et
G190A, essentiellement, diagnostiquées
par les techniques de séquencage clas-
siques). Parmi les femmes qui avaient
recu de la névirapine au moment de 'ac-
couchement et qui présentaient des virus
mutants, 38 % avaient une charge virale
inférieure a 50 copies/ml aprés 6 mois de
traitement, contre 52% chez celles chez
qui des virus mutants n’avaient pas étés
retrouvés (p = 0,08) [2].

€n décembre 2003, aprés avoir examiné
I’ensemble de ces résultats, le Ministére
de la santé de Thailande a décidé de
recommander la prophylaxie par zidovu-
dine et dose unique de névirapine pour
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son programme national de prévention
de la transmission mere-enfant du VIH,
tout en préconisant de commencer une
triple thérapie en cours de grossesse en
cas d’indication thérapeutique pour la
mere (CD4 < 200/mm?®). €n fait, ces
femmes qui ont besoin de débuter une
thérapie pour leur propre santé sont, du
fait de leur immunosuppression et de
leur propension a avoir une charge virale
élevée, les femmes chez lesquelles le
développement des résistances apres
une simple exposition a la névirapine est
la plus probable. L'Organisation mon-
diale de la santé a adopté cette straté-
gie lors de la révision de ses recom-
mandations au début de 2004 [3].
Lutilisation de la zidovudine et d’une
dose unique de névirapine s’est révélée
d’une grande simplicité et d’'une excep-
tionnelle efficacité pour la prévention de
la transmission du VIH de la mére a I’en-
fant. Elle ne doit pas compromettre les
chances de succes thérapeutique chez
les meres quiy ont eu recours. Des essais
sont déja en cours qui laissent espérer
que I’administration d’'une combinaison
antirétrovirale a la mere pendant les
quelques semaines qui suivent I’exposi-
tion a la dose unique de névirapine peut
prévenir la sélection des mutations de
résistance [4]. ¢
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