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Les cellules de la région animale d’une
jeune blastula, explantées et placées
dans un milieu de culture, forment rapi-
dement une sphére qui se différencie en
une couche extra-embryonnaire super-
ficielle, le périderme, puis forme, aprés
quelques heures, une cavité centrale,
semblable a une cavité blastoccelienne
(présente chez la plupart des embryons
de vertébrés mais normalement absente
chez le poisson zébre). Cette sphere
creuse ne présente aucun mouvement
cellulaire et aucune trace de différencia-
tion de tissus ou d’organes apres 24 h en
milieu de culture (Figure 2€). A opposé,
en présence de clones sécrétant BMP et
Nodal (Figure 2F-G), un blastopore appa-
raft (Figure 2H). Les explants instruits par
BMP et Nodal présentent des mouvements
de gastrulation trés similaires a ceux
que I’on observe chez les gastrula d’am-
phibiens ainsi que la formation d’axes
antéro-postérieur et dorso-ventral bien
définis (Figure 21). Maintenus en milieu
de culture, ces explants instruits forment
in vitro des embryoides trés similaires aux
embryons sauvages, avec des organes
dérivés des différents feuillets embryon-
naires, une symétrie bilatérale et des
polarités dorso-ventrale et antéro-pos-
térieure claires (Figure 2J)-K) [7].

Conclusions et perspectives

Notre étude démontre que I’on peut
instruire des cellules pluripotentes de
blastula de poisson zebre avec des
gradients de morphogénes (Nodal et
BMP) et les conduire & s’organiser en
un embryon complet contenant organes
et tissus. Ces deux facteurs agissent en
amont, au sommet de la cascade des
régulations et inductions géniques qui
caractérisent les programmes déve-
loppementaux. Ils sont donc suffisants
pour enclencher le développement
embryonnaire et pour induire et réguler,
directement ou indirectement, toutes
les voies de signalisation requises pour
achever un programme développemen-
tal complet.

Les vertébrés dérivant tous d’un
ancétre commun, nous pouvons pré-
dire que les lois établies en utilisant
un modele animal téléostéen seront
pour 'essentiel conservées chez tous
les vertébrés, y compris chez ’homme.
Des études complémentaires visant a
reproduire avec un modele mammifere,
la souris, les résultats obtenus chez le
poisson zebre sont en cours. Ces études
offrent une base de travail pour des
recherches futures dans le domaine
de la médecine régénérative, dont le
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Régulation de la visibilité
immunologique par le récepteur

de PEGF
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> Le terme «visibilité immunologique »
désigne I’ensemble des phénomenes
permettant au systéme immunitaire de
détecter tout statut anormal des cel-
lules de Iorganisme. Traditionnellement,
ceux-ci furent principalement consi-
dérés dans le contexte des infections,
comme par exemple la présentation, par
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les complexes majeurs d’histocompati-
bilité (CMH), d’antigénes du « non-soi »
dérivant de protéines exprimées par des
agents pathogenes. Il est a présent trés
bien établi que le systéeme immunitaire
est également capable de détecter des
dérégulations cellulaires causées par
divers types de stress dits « stériles », tels

but serait de fabriquer des tissus et
organes humains in vitro a partir de
populations de cellules pluripotentes
en vue d’applications thérapeutiques
en médecine régénérative. ¢
Construction of a vertebrate embryo
from two morphogen gradients
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que des perturbations physico-chimiques
ou une transformation tumorale. Cette
« réponse lymphoide au stress » (RLS)
[1] est principalement le résultat de
la détection du « soi modifié » par les
cellules du systeme immunitaire via la
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reconnaissance, par divers récepteurs
activateurs, de protéines endogénes qui,
normalement, ne sont pas exprimées a la
surface des cellules saines.

NKG2D, un élément clé de la réponse
lymphoide au stress

NKG2D, un récepteur activateur appar-
tenant a la superfamille des lectines de
type C, est exprimé par la plupart des cel-
lules natural killer (NK) et par la majorité
des sous-populations lymphocytaires T
cytotoxiques (lymphocytes T CD8*, ¥0, et
NKT). Il reconnait de nombreux ligands
dits « de stress », MICA/B (major his-
tocompatibility complex class [-related
chain A/B) et ULBP1-6 (UL16 binding pro-
tein 1 to 6) chez I’homme, qui sont appa-
rentés au complexe majeur d’histocom-
patibilité de classe |, mais ne présentent
pas de peptides antigéniques. Apres leur
découverte, il fut rapidement établi que
ces ligands sont régulés par choc ther-
mique et surexprimés par de nombreuses
lignées tumorales, mais pas par la grande
majorité des cellules saines, suggérant
que leur expression avertit le systéme
immunitaire d’une situation de stress
anormale. U'importance de la reconnais-
sance de ces ligands dans I'activation
de réponses immunitaires variées est
également soulignée par le fait qu’ils sont
fréquemment la cible de mécanismes
d’évasion - visant a réduire leur immuno-
génicité - de la part de divers virus ainsi
que de cellules tumorales [2, 3].

Plus récemment, I'activation de I'expres-
sion des ligands de NKG2D en réponse
aux dommages a ’ADN a été décrite,
principalement dans des systémes expé-
rimentaux murins [4]. Nous avons exploré
@ nouveau ce concept dans le contexte
de divers stress stériles appliqués a des
cellules épithéliales humaines.

Le récepteur de I’EGF régule
I’expression des ligands de NKG2D

Lactivation de I’EGFR induit I’expression
des ligands de NKG2D

Nous avons initialement observé une
forte surexpression des ARNm codant
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pour divers ligands de NKG2D apres trai-
tement de cellules épithéliales par une
dose modérée d’UVB (rayons ultraviolets)
[5], une approche souvent utilisée pour
induire des dommages a I’ADN. Toutefois,
une telle surexpression ne fut pas obser-
vée dans les cellules traitées par divers
agents chimiques génotoxiques.
Uirradiation par UVB peut également
induire une transactivation de la signali-
sation par plusieurs récepteurs de facteurs
de croissance, tels que le récepteur de I'EGF
(EGFR, epidermal growth factor receptor)
[6], par divers mécanismes moléculaires
tels que I'inactivation de phosphatases ou
le clivage de pro-facteurs de croissance
membranaires [7, 8]. Uinhibition de ce
récepteur causa une forte diminution de
la surexpression des ligands de NKG2D en
réponse a I’irradiation par UVB. Ceci fut
également observé pour d’autres types de
stress stériles tels qu’un choc osmotique
ou un stress oxydatif, dont on sait qu’ils
peuvent aussi transactiver PEGFR [9, 10].
Inversement, le traitement des cellules par
’EGF entraina une augmentation rapide
de I’expression des transcrits codant pour
les ligands de NKG2D, accompagnée d’une
surexpression des protéines a la surface
des cellules. Cette augmentation, bien que
modérée, fut toutefois détectée par les
cellules NK et les lymphocytes T YO, prin-
cipaux acteurs de la réponse lymphoide
au stress.

L’EGFR agit via la stabilisation des ARNm
La surexpression des ligands de NKG2D
induite par '€GF persista apres I'inhibition
globale de la transcription par un traite-
ment des cellules par I"actinomycine D,
suggérant que le mécanisme responsable
implique une stabilisation des ARNm, et
non leur expression de novo. La stabilité
des ARNm est principalement régulée par
divers motifs nucléotidiques situés dans
la région 3’ non traduite (3'UTR). Lana-
lyse des séquences de plusieurs ligands
humains de NKG2D révéla la présence
d’une classe spécifique de tels motifs,
appelées AU-rich elements (ARE) [11],
qui sont généralement responsables d’une
diminution basale de la stabilité des ARNm

pouvant étre régulée par divers méca-
nismes de signalisation. La fusion du 3’UTR
de MICA a divers genes rapporteurs indiqua
son potentiel de déstabilisation. Limpli-
cation de I’ARE fut confirmée par la géné-
ration de mutants de cette séquence.

Le facteur de déstabilisation des ARNm
AUF1 [12] fut identifié comme étant un
des éléments responsables de la res-
triction de I'expression des ligands de
NKG2D. Généralement, la fonction des
protéines déstabilisant les ARNm requiert
leur constant transit entre le noyau, ou ils
lient leurs cibles, et le cytoplasme, ou les
ARNm sont séquestrés et/ou dégradés.
Nous avons pu faire le lien entre I’EGFR
et la stabilisation des ARNm des ligands
de NKG2D : en effet, dans les cellules
traitées par ’EGF, AUF1 était totalement
exclu du compartiment nucléaire. Cette
exclusion, ainsi que la surexpression des
ligands de NKG2D a la surface cellu-
laire, furent inhibées par le blocage de
MEK (mitogen-activated extracellular
signal-regulated protein kinase), une des
MAPK (mitogen-activated protein kinase)
majeures en aval de "EGFR (Figure 1).
Pour finir, "analyse de données de microar-
ray générées a partir d’échantillons de plus
de 170 tumeurs primaires du sein révéla
une corrélation positive entre les niveaux
d’expression de I'EGFR et des ligands de
NKG2D, et une corrélation négative entre
ceux de AUF1 et de LRIG] (leucine-rich
repeats and immunoglobulin-like domains
protein I, un inhibiteur cellulaire du récep-
teur de I’€GF) et les ligands de NKG2D.
De plus, le traitement in vitro de lignées
cellulaires par divers inhibiteurs de I’€GFR
utilisés en clinique dans le traitement
de nombreuses tumeurs solides, entraina
également une diminution de Iexpression
des ligands de NKG2D, suggérant donc un
effet secondaire potentiellement délé-
tere du traitement antitumoral envers la
réponse immunitaire dirigée contre les
cellules tumorales.

Conclusions

Nos travaux décrivent un nouveau méca-
nisme de surexpression des ligands de
NKG2D par divers phénomenes de stress
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cellulaire (Figure 1), et contribuent
donc a accroftre nos connaissances des
mécanismes régissant ’expression de
protéines jouant un réle clé dans la
détection de dérégulations cellulaires
par le systeme immunitaire, en particu-
lier dans le contexte du cancer [13].

Des mutations activatrices du récepteur
a ’EGF sont fréquemment observées
dans de nombreux types de tumeurs
solides. De ce fait, "EGFR est une cible
thérapeutique majeure de plusieurs
classes d’inhibiteurs anticancéreux uti-
lisés en clinique (tels que I’erlotinib
ou le cétuximab) [14]. Bien que ces
traitements puissent limiter la crois-
sance des tumeurs, nos résultats sug-
gerent qu’ils pourraient, concomitam-
ment, diminuer la reconnaissance des
cellules tumorales par diverses cellules
du systeme immunitaire. Un tel effet
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suppresseur pourrait également étre en
partie responsable du développement de
rash cutanés causés par Staphylococcus
aureus, fréquemment observés chez les
patients recevant un traitement par un
anti-€GFR [15]. ¢

Regulation of immunological visibility
by the EGF receptor
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