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Résumé

Le récepteur Fas est un récepteur membranaire leaghimduire I'apoptose des cellules qui
I'expriment. Il joue un réle fondamental dans I'héostasie du systéme immunitaire, mais est aussiginép
dans le systéme nerveux. La sclérose latérale aopfogue (SLA) est une maladie neurogénérativecamscde
laquelle on observe une destruction sélective gesomes moteurs. Nos résultats ont permis de mettre
évidence que 26 % des sérums de malades atteilBsAl@résentaient des taux élevés d'autoanticonpgés
contre Fas. Nous avons montré que ces autoantipmypgient induire I'apoptose par la voie de Fassdas
cellules d’'une lignée neuroblastique humaine esdis motoneurones issus de cultures mixtes deawernou
de moelles épinieres de rat. Ces données renfdtbgpbthése auto-immune évoquée au cours de l@ogéhie
de la SLA. De plus, nous avons également montnéiession du récepteur Fas a la surface des newrone
moteurs,in vitro dans les cultures mixtes de cerveaux et de mo&figseres de rats, ek vivo sur des coupes
tissulaires. Nous avons également mis en évidepoer la premiére fois, I'expression de Fas par les
motoneurones feetaux humains de cerveaux et deendinieres dans des cultures mixtes et dansodges
tissulaires. Nous avons aussi montré que FasL saduspécifiquement I'apoptose de 30 % des neurones
moteurs humains foetaux en culture mixte, et quie @gioptose était bloquée par l'inhibiteur de lapese-8.
Ces résultats confirment la fonctionnalité de Famsdles motoneurones humains feetaux. Les celldes d
lignée neuroblastique SH-SY5Y sont hétérogénes aanniveau morphologique que dans leur expression
membranaire de Fas. Le tri des cellules selonttlie et leur densité grace a la SAFFF a permabtéhir 3
populations différentes. Ces populations différaipar des criteres morphologiques mais également pa
I'expression de Fas et de la N-CAM. Nos résultaiggerent que la lignée neuroblastique SH-SY5Y mtése
une population de cellules trés immatures, une latipn de différenciation intermédiaire, et une plagion
plus différenciée. Ceci permet d’envisager 'utitisn des populations triées par SAFFF a partiadignée SH-
SY5Y comme modéle d’étude de stades précoces figatitiation des neuroblastes. Enfin, nous avorssemi
évidence la phosphorylation extracellulaire desgats de Fas de 116 kDa par des ectokinases CREEGD
dans la lignée lymphocytaire T Jurkat. Cette phosghtion inhibe la formation spontanée, par le doma de
pré-association de Fas, d'agrégats de haut poidécmlaire & 200 kDa). L'inhibiteur d’ecto-PKC K252b
entraine une augmentation du regroupement membeat@iFas et de I'apoptose de la lignée Jurkatyésence
ou en absence de FasL. Ces résultats mettent @enéei que les ecto-PKC inhibent I'oligomérisation
membranaire de Fas a la surface cellulaire degl@éé Jurkat et inhibent ainsi I'apoptose. Ceci npemsnet

d’évoquer un nouveau mécanisme de régulation ettedaire de la voie Fas.

Mots clés : Fas, apoptose, motoneurones, ectoldnastoanticorps.



Résumé de 1000 caractéres :

ETUDE DU RECEPTEUR PRO-APOPTOTIQUE FAS DANS DES CELLULES
NEURONALES ET LYMPHOCYTAIRES T HUMAINES

Cette étude porte sur le récepteur pro-apoptotlpse dans le systéme nerveux et
immunitaire. La sclérose latérale amyotrophiqueXBé&st une maladie neurogénérative avec
une destruction sélective des neurones moteurss Boons montré que 26 % des sérums de
malades atteints de SLA présentaient des taux flg\atitoanticorps dirigés contre Fas qui
induisaient I'apoptose d’une lignée neuroblastidqusnaine et des motoneurones de rat.
L’expression du récepteur Fas a été mise en éwdendtro et ex vivo dans les neurones
moteurs murins et humains. Les cellules de la &gm&uroblastique SH-SY5Y sont
hétérogenes. Le tri des cellules par SAFFF a pedintgenir 3 populations présentant des
stades distincts de différenciation. Nous avonsenigvidence dans la lignée lymphocytaire
T Jurkat la phosphorylation extracellulaire deséggis de Fas de 116 kDa par des
ectokinases C qui inhibent ainsi I'oligomérisatimembranaire de Fas a la surface cellulaire

et 'apoptose.

Mots clés : Fas, apoptose, motoneurones, ectoldnasanticorps



Abstract

STUDY OF THE PRO-APOPTOTIC RECEPTOR FAS IN HUMAN
NEURONAL AND T LYMPHOID CELLS

This study is about the pro-apoptotic Fas receptommune and central nervous
systems. Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) iseunodegenerative disease with selective
motor neuron death. About 26% of sera from ALS guda have elevated autoantibodies
against the Fas protein which induced apoptosighéyas pathway in a human neuroblastic
cell line and in rat motoneurons. Fas expressios @etectedn vivo andex vivo in rat and
human motoneurons. Cells from the neuroblasticlicedl SH-SY5Y appeared heterogeneous.
Cell separation by SdFFF based on size and dealbityved us to obtain three populations
with different differentiation stage. We have détecin the human T cell line Jurkat an
extracellular phosphorylation of Fas 116 kDa aggtedyy ectokinase C which inhibited Fas
clustering at the cell membrane and apoptosis, esigg a new extra-cellular regulation

mechanism for the Fas pathway.

KEYWORDS : Fas, apoptosis, motoneurons, ectokinrag®antibodies
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INTRODUCTION

L'apoptose est un processus physiologique de natidlaire au cours duquel des
mécanismes complexes sont activés pour aboutird@druction de la cellule. Ce « suicide
cellulaire » est un événement clé en biologie t@eirmet I'équilibre entre prolifération et
déegeénérescence cellulaire dans les organismesgilutaires, c’est a dire le maintien de leur
homeéostasie. De plus, I'apoptose est un mécanissikencieux » pour I'organisme et il
permet donc la régulation des populations cellesitout en respectant lintégrité de

I'organisme.

L’apoptose survient naturellement au cours de lfgodenése, du renouvellement
tissulaire et lors du vieillissement. Cependarig peut également se produire dans diverses
conditions pathologiques. De plus, un dysfonctioneet des mécanismes régulateurs de
I'apoptose va donner lieu a de graves patholodi@ssi, un défaut d’apoptose va entrainer
des syndromes prolifératifs associés a un procegssiigmorisation, tout particulierement au
niveau des tissus a renouvellement rapide commey&eme immunitaire (lymphome,
leucémie). A linverse, une activation anormale d@anner lieu a un phénoméne de
dégénérescence, comme cela est observé au coursnamebreuses maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheifaemaladie de Parkinson, ou la sclérose

latérale amyotrophique.

Parmi les molécules impliquées dans l'activation plwcessus apoptotique, le
récepteur Fas (Apo 1 ou CD95) est I'un des pludiésu Fas est un récepteur appartenant a la
superfamille des récepteurs @mor necrosis factor (TNF) / nerve growth factor (NGF). La
fixation de son ligand naturel (FasL), ou d'un eotps anti-Fas agoniste, permet son
oligomérisation et entraine le recrutement et Natiton de la caspase-8 grace a la protéine
adaptatrice FADD (« Fas associated death domaiba»Laspase-8 va a son tour activer la
caspase-3, soit directement par clivage, soit énaat la voie apoptotique mitochondriale. La
caspase-3, véritable exeécutrice de l'apoptose, eangitre l'activation des molécules

effectrices de I'apoptose.



Le récepteur Fas joue un réle crucial au niveasydtiéme immunitaire, tant pour la
régulation des populations lymphocytaires aprés tépmonse immunitaire, que pour le
maintien dans l'organisme de la tolérance aux auigenes. Au cours de la réponse
immunitaire, le récepteur Fas va également étrdigo dans I'élimination des cellules
infectées par des virus ou des parasites, ou dleteseumorales. Bien que I'expression et le
réle de la protéine Fas dans le systéme nervewoiat pas clairement définis, elle a été
impliquée au cours de pathologies neurodégénésatelees que I'ischémie ou la maladie

d’Alzheimer.

Des travaux antérieurs au laboratoire suggéraiemti@ récepteur pro-apoptotique Fas
jouait également un roéle dans la sclérose latéaaigotrophique (SLA). La SLA est une
pathologie grave du systéme nerveux central auscale laquelle on observe une
dégénérescence sélective des neurones moteurs.desttuction des motoneurones entraine
une paralysie musculaire progressive, puis la nout, survient entre 3 et 5 ans apres
I'identification des premiers signes cliniques. Legcanismes qui entrainent I'apparition
d’'une SLA ne sont pas encore clairement identifiégjs seules 10 % des formes sont
familiales. Plusieurs hypotheses ont été largengeayées quant aux causes des formes
sporadiques, telles que I'excitotoxicité, le streggdatif, des modifications du cytosquelette
et l'autoimmunité. Ces différents facteurs suggerenme ['étiologie de la SLA est
multifactorielle, mais il est toutefois intéressatdé noter que des immunoglobulines (lg)
monoclonales sont retrouvées dans 60 % des séremsalkhdes. De ce fait, des anomalies
immunitaires sont potentiellement associées a kg, 8len que I'on ignore actuellement si les
désordres auto-immuns sont a l'origine de la patyiel ou bien s'il s’agit d'une de ses

conséqguences qui aggrave éventuellement la newgndiscence.

Le but de cette étude était initialement d’étudksrfacteurs sériques pro-apoptotiques
présents dans le sérum de malades atteints de 8®L&agit d’autoanticorps anti-Fas
inducteurs d’apoptose motoneuronale. De ce fagxpfession du récepteur Fas par des
motoneurones du systéme nerveux central a étérobd®edans des cultures contenant des

motoneurones murins.

Afin de relier les résultats obtenus au cours deeaetude a la pathologie humaine,
I'expression et le r6le du récepteur Fas ont égadrété étudiés au niveau des motoneurones
foetaux humains, et d’une lignée neuroblastique imana
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Pour préciser le réle pathogéne d’autoanticorpsFas au cours de la SLA, et pour
rechercher une possible spécificité cellulairealprbtéine Fas, nous avons étudié des souris
immunisées par Fas et produisant des anticorpd-aatiCes immunisations ont été obtenues
avec des protéines Fas extraites soit de cellulesroblastiques, soit de cellules

lymphocytaires T humaines.

Enfin, une nouvelle régulation de la voie de siggadion apoptotique du récepteur
Fas, par des phosphorylations extracellulaires¢ anése en évidence dans les cellules de la

lignée lymphocytaire T Jurkat.
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Premiere partie : LAPOPTOSE

A Apoptose et nécrose

L’apoptose est un phénomene actif, génétiquemanrtit@e, qui aboutit a la mort des
cellules sénescentes ou endommagées. Ce phénoraénaantifié par Kerr et al. (1972) au
cours d'une étude sur l'ischémie hépatique. Cesumubnt décrit deux modes distincts de
mort cellulaire sur la base de criteres morphologiy Le premier type de mort cellulaire,
dénommeé nécrose, est caractérisé par une augroeentagiide du volume cellulaire, la perte
précoce de l'intégrité membranaire et mitochonériet le relargage du contenu lysosomial
provoguant une lésion et une réaction inflammataineniveau du tissu environnant. Au
contraire, 'apoptose se caractérise par le maird I'intégrité membranaire jusque dans les
phases tardives du processus et une diminution adume cellulaire. La structure des
organelles est préservée alors que la chromatireorsgense et se fragmente. La cellule se
fragmente également en corps apoptotiques maigmeson contenu lysosomiah vivo,
ces corps apoptotiques sont alors phagocytés aldits subissentin vitro, un processus de
nécrose secondaire. Enfin, a la différence de ¢aosé, I'apoptose ne déclenche pasiivo,

de réaction inflammatoire.

L'apoptose est un processus physiologique de rethaiaire faisant appel a la mise en
ceuvre d'un véritable programme de destruction aellale. Ce « suicide cellulaire » est un
événement clé en biologie qui survient naturellemam cours de I'embryogenése, du
renouvellement tissulaire et lors du vieillissemdhipeut également se produire dans des
conditions pathologiques variées telles que litdecvirale, I'hnypoxie ou I'exposition a des
toxines. La nécrose, qui se produit de facon aotalle, est un processus relativement bien
connu. Cependant, l'apoptose est un phénoméne exepjui nécessite l'exécution d'un
programme génétique bien ordonné. Ces deux pracsesstaractérisent par des circonstances

de survenue, des modifications morphologiques £ntEcanismes moléculaires distincts.



1.1 La nécrose

La mort cellulaire nécrotique est un processus ipassultant d'une séquence
d'événements cellulaires et tissulaires, qui satvéela suite de perturbations profondes de
I'environnement cellulaire. Elle se produit dans damnditions pathologiques telles que
I'hnypoxie sévere, la privation de glucose, le tratisme, la variation de l'osmolarité, de la
température de I'environnement, et du pH, ainsi fekposition a des toxines et des agents
infectieux. A I'échelle du tissu ou de I'organenkcrose peut affecter un groupe de cellules
contigués. Les cellules attenantes, en libérant slgsstances toxiques pour les cellules
voisines, entrainent une expansion du phénoménetigg®. La nécrose conduit a une perte
cellulaire toujours secondaire a des conditionhigdagiques (Choi et al., 1999) et elle se

caractérise de facon constante par une réactitamnfatoire.

Les anomalies morphologiques observées dans lasecésultent des perturbations
des fonctions cellulaires. Au niveau de la celldeux phénomenes principaux conduisent
irréversiblement a la mort des cellules nécrotiqadfectées : la perte de lintégrité
membranaire et l'altération des fonctions mitoch@aids. Dans la mort cellulaire par
nécrose, un des premiers événements est la ruiggueemembrane plasmique et donc la perte
de sa capacité a réguler les gradients osmotiquésnigues. Cela engendre une entrée
massive d'eau accompagnée d'électrolytes, provbgirei un gonflement de la cellule et une
augmentation de la perméabilité aux molécules ealitdaires. Ainsi les morphologies
cellulaires sont rapidement modifiées et vont ageagner d'une augmentation du volume

cellulaire, d'un gonflement des organites et duanoy

Dans le cytoplasme, les organites commencent anéégre et de profondes
perturbations de l'activité mitochondriale sont eh®es. La mitochondrie et le réticulum
endoplasmique se dilatent, des vacuoles intracggsopiques se forment et les polysomes se
détachent du réticulum endoplasmique. Les orgariteacellulaires sont dispersés dans
I'espace extracellulaire. La structure nucléaiteégglement perturbée, le noyau est gonflé et
la chromatine digérée par des protéases et desacidases et ainsi I’ADN nucléaire gae
dégradé de maniére " aléatoire " (Bicknell et CoH&95 ; Dong et al., 1997) générant des

fragments dépourvus d'extrémité 3' sortante.



La masse de cellules nécrotiques peut se limiteneanécrose localisée, ou évoluer
vers une nécrose diffuse qui résulte de I'actienaymes lysosomiales dérivées de la cellule
elle-méme (autolyse) ou de celles voisines (hétsedl La mort cellulaire par nécrose
déclenche souvent une forte réaction inflammattmwoale. Les cellules nécrotiques lysées
libérent des substances dont les leucotriénesatigenérés par la péroxydation des lipides
membranaires, et des composants de la mitochoadtieant le complément (Giclas et al.,
1979) qui ne sont pas encore identifies (Kagiyatral.e1989). Ces substances induisent une
réaction inflammatoire typique de la nécrose (Kreemt al, 1998) et les débris cellulaires

sont alors phagocytés par les cellules immunitaleekinflammation.

1.2 L'apoptose

Toutes les cellules ont la capacité de se détanractivant un programme intrinseque
dont I'exécution conduit a une forme de mort calhel I'apoptose. Par opposition a la
nécrose, l'apoptose est considérée comme une rallutace "ordonnée", procédant par
différentes phases (Kerr et al., 1972 ; Duvall sviglie, 1986) qui permettent l'interruption
planifiée des processus biologiques et la destmictes macrostructures de maniere a faciliter

leur élimination.

De nombreux signaux tant physiologiqgues que pathgles, extracellulaires ou
intracellulaires (drogues cytotoxiques, déprivatem facteur de croissance, TNE-FasL,
p53...), sont capables d’'induire I'apoptose de nombregpes cellulaires. D’'une maniére
générale, 'apoptose est considérée comme un nekcamajeur impliqué dans des processus
tant physiologiques que pathologiques. Ainsi, cénaiméne de mort cellulaire intervient dans
I'élimination des cellules agées ou endommagéedaat la dégénérescence des cellules
surnuméraires, en particulier lors du développereemtryonnaire. A ce titre, 'apoptose est
impliquée dans les phénoménes de vieillissemenulaee, dans le fonctionnement et
’'homéostasie du systéme immunitaire, le renounetiet tissulaire et le développement du
systeme nerveux. Une résistance accrue a l'apomnsaine l'apparition de pathologies
telles que les maladies auto-immunes ou le carcdinverse, un accroissement des taux

d’apoptose participe a I'’émergence de maladiesstejle les maladies neurodégénératives.
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Al Mécanisme de I'apoptose

Dans un premier temps, les cellules en apoptosesisoler des autres cellules (perte

des contacts intercellulaires).

La mitochondrie de la cellule apoptotique va sylbiisieurs modifications majeures
relargage du cytochrome c dans le cytoplasme (Kliclal., 1997 ; Yang et al., 1997),
diminution du potentiel membranaifé’m et modification de la perméabilité mitochondriale
(Marchetti et al., 1996 ; Zamzami et al.,, 1996 ;nMer Heiden et al., 1997). La
reconnaissance des corps apoptotiques par les @hagaest facilitée par la translocation des

phosphatidylsérines au niveau du feuillet exteméadmembrane plasmique.

L'un des points morphologiques caractéristiques I'dpoptose est limportante
condensation a la fois du noyau (et de sa chroejagh du cytoplasme ce qui induit une
diminution significative du volume cellulaire. LAromatine est clivée en fragments réguliers
de taille multiples de 180 paires de bases (pdbyll{®vet al., 1980 et 1984) sous l'action
d’endonucléases donnant un profil caractéristiquerd"barreaux d'échelle".

La membrane cellulaire, bien que conservant sa@giit€é, commence a bourgeonner.
Finalement, toute la cellule se fragmente en vésscantourées d'une membrane renfermant
une partie du cytoplasme de la cellule: les conpsptotiques. Ceux-ci sont rapidement
phagocytés par les cellules voisines évitant aioste possibilité d'inflammation locale,
contrairement a ce qui s'observe dans la mort lagkbupar nécrose. Ce processus permet
d'éviter toute libération du contenu cellulairedet prévenir ainsi d’éventuelles lésions des

cellules voisines.

L'apoptose joue un réle déterminant au cours degssus physiologiques aussi
différents que le développement, et le contréleahouvellement cellulaire et tissulaire. La
régulation de l'apoptose est également fondamerpaler I'homéostasie du systeme
hématopoiétique et du systéeme immunitaire carpdtenet de contrbler étroitement la taille
des sous-populations cellulaires.
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Al Effecteurs de I'apoptose

De nombreux signaux trés différents, physiologigeesame pathologiques, intra
comme extracellulaires ont été identifiées comme vpat déclencher I'apoptose. Ainsi,
'apoptose peut étre induite par la carence eredastde croissance (NGF, IL-2...), par
certains récepteurs membranaires (Fas, TNF) lois@ont liés a leurs ligands, ou par des
lésions cellulaires (radiations ionisantes, agertgtotoxiques, chocs osmotiques,
hyperthermie). Ces signaux doivent alors étre né®gar la cellule qui, en fonction de son
degré de différenciation et d’activation, va or@nsa réponse soit vers la mort, soit vers la
survie, la prolifération ou la différenciation. @eintégration fait appel a un certain nombre
de médiateurs intracellulaires qui sont soit asi pro-apoptotiques, soit les deux, selon le

contexte cellulaire.

Al Aspects moléculaires de I'apoptose

La mort cellulaire par apoptose résulte de l'ireation d'une machinerie spécialisée,
conservée dans les especes, et responsable decatomhs morphologiques comparables,
quel que soit l'agent inducteur. Ce caractere cuvase permis, par des études génétiques
réalisées chez le nématodgaenorhabditis elegans, d'identifier quatre genes centraux
impliqués dans la régulation de I'apoptose au cdurdéveloppement de ce nématode. Parmi
ces genesced-4 et ced-3 (Caenorhabditis elegans death) sont requis pour [linitiation et
I'exécution de I'apoptose. Le géreel-9 agit en amont des génexi-4 et ced-3 et inhibe leurs
activités proapoptotiques. Le géegt-1 (egg-laying defective) agit en amont des genesi-9,
ced-4 et ced-3 et régule négativement l'activité ded-9 (Metzstein et al., 1998).

Des analyses fonctionnelles des interactions dedugis de ces genes ont permis de
définir un modéle d'activation de I'apoptose clezlegans. Dans ce modele, la protéine
Ced-3 est la protéine effectrice de l'apoptose.pt@éine Ced-4 interagit avec Ced-3 et
permet |'activation de Ced-3 et l'initiation depbptose. L'activation de Ced-3 par Ced-4 est
inhibée par la protéine Ced-9 qui séquestre Cetdeti & complexe Ced-4/Ced-3 au niveau

des membranes intracellulaires. Suite a un stimdiismort cellulaire, la protéine Egl-1
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interagit avec Ced-9, permettant ainsi l'activatten la protéase Ced-3 par Ced-4 dans le
cytoplasme (Metzstein et al., 1998).

Les homologues des genesd-3, ced-4, ced-9 et egl-1 ont été identifies chez les
mammiféres ce qui suggere que certains des memsitmdamentaux de la mort cellulaire
programmée ont été conservés au cours de I'évol(figqure 1). La protéine Ced-3 appartient
a la famille des protéases a cystéine ou caspdseson connait actuellement 14 membres.
Ced-9 et Egl-1 présentent des homologies avecd®4mncogene Bcl-2 qui est le premier
membre identifié d'une grande famille de protéirgggilatrices de I'apoptose. Ced-4 enfin est
I'hnomologue de Apaf-Iapoptosis activating factor), et Flash / Nod-1 / Card-4 (Zou et al.,
1997 ; Bertin et al., 1999 ; Imai et al., 1999qHara et al., 1999). L'activation de la caspase-9
par Apaf-1 est régulée négativement ou positiverpantes différents membres de la famille
des Ced-9/Egl-1/Bcl (Li et al., 1997 ; Hu et aB98 ; Luo et al., 1998 ; Pan et al., 1998). Si le
schéma général d'activation de l'apoptose est oghsmtre nématodes et mammiféres, la
multiplicité des génes impliqués dans l'apoptosz dbs mammiféres augmente le niveau de
complexité des meécanismes de régulation de la roelulaire programmée chez les

organismes supeérieurs.

C. elegans Mammifores
- Box Bel-2
BLl — G Bak 1 O
Cel-4 Apaf-1
‘ ".“-'3"1,-"-_:? Tasuasa’
= i

Figure 1. Genes impliqués dans l'apoptose cl@zElegans et chez les mammiféres
(d’aprés Couzinet et al., 2002).

A2 Roéle mitochondrial
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La mitochondrie, depuis longtemps identifiée comioeganite indispensable a la
production d’ATP, a été également impliquée darrédmlation des mécanismes moléculaires
de mort cellulaire. En effet, dans une cellule gyégadans un processus de mort cellulaire (a
la suite de stimuli engendrant un stress ou un dagencellulaire, que ce soit a la suite d’'un
choc thermique ou osmotique, de radiations ionesgnbu d’'un sevrage en cytokines), on
observe une perméabilisation des membranes mitdciates (a I'origine de la libération de
protéines pro-apoptotiques de I'espace inter-menabra vers le cytosol) accompagnée dans
la plupart des cas d'une chute du potentiel transonegnaire mitochondrialAY,). Le

mécanisme preécis de cette perméabilisation memipeareste encore controverse.

Les protéines mitochondriales libérées par cetten@abilisation sont maintenant
regroupées sous le nom générique de SIMP (poulukledinter membrane mitochondrial
proteins ») et possédent toutes une activité popipique. Une premiére classe de SIMP agit
sur la voie classique d’apoptose dépendante dgasas. On y distingue des pro-caspases, le
cytochrome c et un répresseur d’inhibiteur de cespaa protéine Smac/DIABLO. Une fois
libéré dans le cytosol, le cytochrome c interagécala protéine Apaf-1 et la pro-caspase 9,
formant ainsi, en présence d’ATP, un complexe midtéique appelé apoptosome a I'origine
du clivage de la pro-caspase-9, et donc de la fiomae sa forme active (Zou et al., 1999).
Cette derniere activera a son tour d’autres casp@aseutrices comme les caspases 3 ou 7. La
protéine Smac/DIABLO, quant a elle, se lie aux @iras inhibitrices de I'apoptose (IAP) et

les inactive.

Le facteur inducteur de I'apoptose (AIF pour « @pefs inducing factor ») est, pour
I'instant, le seul représentant d'une autre claseSIMP : il s’agit d’une flavoprotéine qui
déclenche, d’'une maniére indépendante des caspadeagmentation de la chromatine en
particules de haut poids moléculaire (Susin etl@R9).

Les membres de la famille Bcl-2 ont une importaoeeciale dans la régulation des
voies de signalisation de la mort cellulaire. Cédimille comprend aussi bien des protéines
pro-apoptotiques (comme Bax, Bak, Bad, Bid, Bim)agti-apoptotiques (comme Bcl-2 et
Bcl-x1). L'alignement de leurs séquences protéiques mipetle définir quatre régions de
forte conservation appelées domaines BH (pour «£Bblomology ») 1 a 4. Certaines
molécules pro-apoptotiques contiennent les domastés, BH2 et BH3 (Bak), tandis que
d’autres ne contiennent que le domaine BH3 (Bidy,B8ad). Le domaine BH4 est quant & lui
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spécifigue des protéines anti-apoptotiques (BcB2l-x., Bcl-w, Mcl-l, Al, Diva). Ces
protéines interagissent entre elles formant desoldameres ou des hétérodiméres, le niveau
relatif de chaque protéine dans la cellule déteamtirsa sensibilité a un signal de mort
(Adams et al., 1998).

Par ailleurs, une grande majorité d’entre ellestieanent une partie carboxy-
terminale hydrophobe qui assure leur ancrage aweanivde la membrane externe
mitochondriale, mais également des membranes egata réticulum endoplasmique et du
noyau. Les molécules anti-apoptotiques seraiealik#es dans la mitochondrie tandis que les
protéines pro-apoptotiques posséderaient une $at@mih différente  (cytosol ou
microtubules). A la suite d’'un signal apoptotiquees derniéres s'inséreraient dans la
membrane mitochondriale et induiraient sa permisaltibn (Crompton et al., 2000). Il a été
proposé que cette capacité d’insertion soit lideua similitude de structure avec certaines
toxines bactériennes, leur permettant de formerpadess transmembranaires modulant ainsi
la libération des SIMP (Schendel et al., 1998).

113 Réle des caspases

A11.3.1 Structure des caspases

En dépit de la diversité de ces signaux, toutesddiales engagées dans le processus
apoptotique montrent des modifications morphologggat biochimiques similaires suggérant
I'existence d'une phase effectrice commune a tesidypes cellulaires. Cette signalisation
aboutit alors a l'activation irréversible de molésu effectrices. Parmi les principaux
effecteurs contribuant a la destruction de la tellon distingue d’'une part les protéases a
cystéine, également appelées caspases (pour oystmpartate-specific proteinases) ; et

d’autre part les nucléases.

hY

La premiere protéase a cystéine identifiee chezmeasmmiferes a été ICE (pour
interleukin-13 converting enzyme) plus tard renommeée caspased clbles des caspases
sont des protéines dont la dégradation aboutit &ola perte de leur fonction, soit a

I'acquisition de nouvelles activités enzymatiques.
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On connait maintenant 14 caspases différentes.sefehle des membres de cette
famille d’endoprotéases posséde un site catalytigopeprenant un résidu cystéine
directement impliqué dans le processus catalytiqoalisé dans un motif QACxXG (ou le
résidu x est R, Q ou G). Ces enzymes reconnaigseistclivent des chaines polypeptidiques

au niveau d’un résidu aspartique de la partie caHverminale.

Les caspases sont présentes dans le cytoplasmersedigrme inactive (zymogéene).
Comme elles clivent spécifiguement leurs substatsiiveau d'un résidu Asp, elles ont la
capacité de s'autoactiver et/ou de s'activer mletmeht, ce qui aboutit a une activation
protéolytiqgue en cascade. Leur protéolyse provdgudimérisation des formes zymogenes
conduisant a leur clivage. Un premier clivage kbéne premiére sous-unité (p10/p12), tandis
gu’'un second clivage engendrera une sous-unitéaifle plus importante portant le site
catalytique (pl7/p20). L'enzyme ainsi formée pas$ociation des deux sous-unités est
composée de deux hétérodiméres qui comprennenurthdeux sites catalytiques actifs
(Budihardjo et al., 1999) (figure 2).

N1.3.2 Mécanisme d’action des caspases

En plus de leurs sous-unités actives, les pro-sasppossedent un pro-domaine de
longueur variable a leur extrémité NH2-terminale permet de les diviser en deux sous-

groupes.

Les caspases a long pro-domaine, dites caspasesmt’'au initiatrices, contiennent
des motifs d’interaction protéine-protéine, telseges domaines DED (« death effector
domain ») pour les caspases 8 et 10 ou CARD («asaspecruitement domain ») pour les
caspases 1, 2, 4 et 9. Ces domaines permettenet@utement par des protéines adaptatrices
au niveau de complexes protéiques d'initiation'aj@ptose. Le recrutement des pro-caspases
initiatrices au niveau de ces sites spécifiquesaare |'oligomérisation des proenzymes et leur

activation par autocatalyse (Kumar and Colussi9).99

Les caspases 3, 6, 7 et 14 possedent quant aielle®-domaine plus court (10 a 40
résidus) et sont dites caspases d’'aval. Elles ssédent pas de domaine leur permettant
d’étre recrutées et de s’oligomériser ; elles sativées a la suite de leur clivage par une autre
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caspase (a pro-domaine court ou long) ou par lenzgme B, ce qui aboutit a un
fonctionnement dit en cascade. Leur activation adndu clivage de diverses protéines
substrats (Thornberry et al., 1998) a l'origine ldeplupart des événements biochimiques,

structuraux ou morphologiques de I'apoptose.

De nombreux substrats des caspases ont, a cedféudentifiés. Le premier substrat
identifié est I'enzyme poly-ADP-ribose-polyméraBARP) dont la coupure, au niveau de la
séquence DEVD-G, est I'un des premiers signes tdéles de l'apoptose. Le clivage
protéolytique a pour conséquences, soit l'actimatie protéines impliquées dans le
déroulement de l'apoptose (procaspases, endones/éBKC-d, facteurs de transcription
SREBP-1,-2), soit l'inactivation de protéines citmtant au maintien de l'intégrité cellulaire
(actine, lamines nucléaires, fodrine, facteur ICBBF45 ) ou a la régulation de la réparation
de 'ADN (PARP, DNA-PK) ou du cycle cellulaire (RB)

Grande N Petite

Pro-damaine sous-unite sous-unite

Asp-X Asp-X
kS
| 1%clivage
l 4 ivag
Emzyme
fsp-X partiallement clivée
&

DACKG

Pro-caspase
c {forme rymogéne)

&
-
Tellunge ACKG DACKG

Homodimérisntion
+
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mature ¢t active

q

DACKG

Figure 2. Activation en cascade des caspases (d'aprés Cowtiak, 2002).

All.4 Les récepteurs de mort cellulaire

Les membres de la famille du TNF-R sont des pregtransmembranaires de type 1

possédant dans leur domaine extracellulaire de airgx régions riches en cystéines,
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impliquées dans la liaison du ligand. lls peuvaoinmuvoir, selon le contexte cellulaire, soit
la survie, soit la mort soit les deux. Ainsi, |ésepteurs CD27 (Camerini et al., 1991), CD30
(Durkop et al., 1992), CD40 (Stamenkovic et al89)9 TNF-RII (Smith et al., 1990), Ox40

(Mallett et al., 1990), et p75 NGFR (pour « nervevgh factor receptor ») (Johnson et al.,
1986) sont généralement impliqués dans la sunlielaiee. A l'inverse, CD95 (Fas/APO-1)

(Itoh et al., 1991 ; Oehm et al., 1992), TNF-RI étscher et al., 1990 ; Schall et al., 1990),
DR3 (Chinnaiyan et al., 1996), DR4 (Chaudhary gt1#8197), DR5 (Chaudhary et al., 1997)

et DR6 (Pan et al., 1998) sont généralement im@siglans la mort cellulaire.

Certains des membres de la superfamille des raaspae TNF, connus sous le nom
de « récepteurs de mort », possedent dans leuppantracellulaire une région conservée
appelée le « domaine de mort » (DD), un motif poeié d’environ 80 acides aminés
nécessaire a la transmission du signal de mortcesirrécepteurs (Tartaglia et al., 1993 ;
Chaudhary et al., 1997 ; Nagata et al., 1997). @mait actuellement 7 de ces récepteurs: Fas
(CD95/APO-1), TNFR1 (p55/CD120a), DR3, DR6, p75 NRGRinsi que les deux récepteurs
du ligand de Apo-2 ou TRAIL (pour « TNF-related ppmsis-inducing ligand »), les
molécules DR4 (TRAIL-R1) et DR5 (TRAIL-R2) (Locksleet al., 2001). La capacité
d’'induction de mort cellulaire relayée par le ré&eep Fas est parmi toutes ces voies de
signalisation la plus étudiée et décrite. Il estnéter que récemment une nouvelle
nomenclature a été proposée pour classer les etrst les ligands de la superfamille du
TNF (figure 3).

LIGANDS RECEPTEURS
Ancienne Nouvelle Ancienne Nouvelle

LT TNFSF1 TNF-RI TNFRSF1A
TNF-c TNF {TNFSF2) TNF-RI TNFRSF1B

u-p TNFSF3 LT-BR TNFRSF3

OXa0L TNFSF4 OXa0 TNFRSF4

CD4aou TNFSF5 CD40 TNFRSFS

FasL TNFSF6 Fas TNFRSF6
CD27L TNFSF? DcR3 TNFRSFs5B

CD30L TNFSF8 cD27 TNFRSF7

4-1BBL TNFSFg CD30 TNFRSF8

TRAIL TNFSF10 4-1BB TNFRSFg
TRANCE TNFSF11 TRAIL-R1 TNFRSF10A
TWEAK TNFSF12 TRAIL-R2 TNFRSF10B
APRIL TNFSF13 TRAIL-R3 TNFRSF10C
LIGHT TNSFF14 TRAIL-R4 TNFRSF10D
U TNFSF15 RANK TNFRSF11A
NA TNFSF16 OPG/OCIF/ODF/FDCR-1 TNFRSF11B
NA TNFSF17 DR3 TNFRSF12
AITR-L TNFSF18 NA TNFRSF13
HVEM/HveA/LIGHTR/ TNFRSF14

TR2/ATAR

NA TNFRSF15

NGFR TNFRSF16

BCMA TNFRSF17

AITR/GITR INFRSF18

Figure 3. Nouvelle nomenclature des récepteurs et des ligd@ds superfamille du TNF

(d’aprés Kwon et al., 1999).
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De facon générale, les voies de signalisation ayiopie des récepteurs de mort de la
famille du récepteur au TNF conduisent a l'actoratdes caspases et en sont directement
dépendantes (Enari et al., 1995 ; Longthorne elidfis, 1997). Les récepteurs de mort sont
activés par la fixation de leur ligand et vont tger des protéines intracellulaires dites
adaptatrices. Ces protéines vont alors a leur taaruter les caspases initiatrices
(principalement la 8 et la 10) et induire leur zation par auto-clivage. De ce fait, il semble
que la voie de Fas qui est décrite dans le chapiigant corresponde au processus

généralement observé.

Il est a noter cependant I'existence d’'un autressgroupe de récepteurs homologues
au récepteur au TNF : les decoy récepteurs (DcR).dBtingue actuellement le DcR1
(Sheridan et al.,, 1997) et le DcR2 (Marsters et &B97) qui sont des récepteurs
membranaires ; et le DcR3 (Pitti et al., 1998) egti une protéine soluble secrétée (figure 4).
Ces récepteurs auraient un role d'inhibiteur deepteurs de mort plutbét qu'un réle de
transduction d’'un signal. En effet, les domainesaeellulaires de DcR1 et DcR2 sont tous
les deux capables de fixer TRAIL et sont ainsi emgétition avec DR4 et DR5. Cependant,
DcR1 ne possede pas de région cytoplasmique, leta®IDcR2, plus courte qu’un domaine
de mort typique, ne permet pas la transmission gdignal apoptotique. DcR3 présente 4
domaines riches en cystéine et est une protéinblsodjui peut se fixer a FasL avec la méme
affinité que Fas. De ce fait, DcR3 inhiberait, pampétition de fixation avec Fas, I'apoptose

induite par FasL mais son role physiologique njxest encore clairement établi.

LIGAND Apo2L FasL TNF Apo3L ?

lrmosefpmoe] 1]

RECEPTEUR DR4,DR5 Fas TNFR1 DR3 DRé

—— VL 17 ]

ADAPTATEUR FADD <=TRADD TRADD?

?
CASPASES Jl :
? ?

Initiatrices Caspase-8

!

Executrices Caspase-3
J
APOPTOSE

Figure 4. Voies de signalisation apoptotique des réceptearmdrt et de leurs ligands

(d’aprés Ashkenazi et al., 1999).
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IS Inhibiteurs de I'apoptose

Les virus ont développé diverses stratégies trésaeés afin d'inhiber la mort
cellulaire et la libération de cytokines pro-inflaratoires par les cellules infectées dans le but
d'achever son cycle de réplication et ainsi d'ilefiecle nouvelles cellules. A ce jour, de
nombreuses molécules virales, mais aussi cellgla@irémales et méme végétales (Thatte et

al., 2000), ont été décrites comme ayant une &&iivhibitrice de I'apoptose.

AlL5.1 Les protéines FLIP

Les récepteurs de mort décrits précédemment vprésdeur activation, recruter des
protéines adaptatrices qui vont a leur tour acthesr caspases initiatrices. Cette étape de
recrutement peut étre régulée par une protéinel@ppellP (pour « FLICE inhibitory
protein ») (Irmler et al., 1997). FLIP contient dedomaines effecteurs de mort cellulaire
(DED) qui vont lui permettre de se lier aux pro-dones des caspases-8 ou -10 et ainsi
empécher leur recrutement aux récepteurs de matdriment Fas et TNF-RI) (Bump et al.,
1995). Cette famille d'inhibiteurs de caspaseséaidgntifiée a l'origine chez le virus de
I'herpés et le virus molluscipox (Bertin et al.979 Thome et al., 1997). Il existe une grande
variété de transcrits de FLIP (Komiyama et al., 4)99.e transcrit le plus long (FLIp
possede, en plus des deux DEDs, I'équivalent ddamathe caspase inactif. La forme courte
(FLIPs), pour sa part, ne présente que les deux DED< RBLEté décrit comme pouvant
protéger de l'apoptose (Hu et al., 1997 ; Irmlealgtl 997 ; Srinivasula et al., 1997 ; Rasper et
al., 1998) ou induire I'apoptose (Han D.K. et 8097 ; Inohara et al., 1997 ; Shu et al., 1997)
selon la nature du transcrit et le type cellulaiomsidéré. Cependant, dans des conditions
physiologiques, FLIP semble fonctionner comme unibibeur de la pro-caspase-8. Ainsi, il a
été montré que la sensibilité des cellules T @papse induite par Fas était corrélée avec la
diminution du taux d'’ARN messager de FLIP (Thomal 22001 ; Lens et al., 2002).

En définitive, il apparait que le role de FLIP ddmsnodulation de I'apoptose semble
tres complexe. Son effet semble dépendre de larenatu transcrit, du type cellulaire
considéré, ainsi que du niveau d'expression deudeades isoformes mais son effet
généralement reconnu est celui d’'inhibiteur dealspase-8.
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AllL5.2 Protéine de la famille de Bcl-2

Comme cela a été décrit précédemment dans le pélgt@ique de la mitochondrie, la
grande famille des protéines homologues a Bcl-2 jon réle majeur dans la régulation de
I'apoptose. Cette régulation passe principalemantlgp modulation de la voie apoptotique
mitochondriale et des caspases associées, notankneaspase-9. Ainsi, en empéchant la
libération du cytochrome c par la mitochondrie, -Bckt Bclx, inhibent la formation du
complexe Apaf-1/cytochrome c/caspase-9 qui estssaie a I'apoptose.

A1L5.3 Les protéines inhibitrices de I'apoptose (IAP)

Les baculovirus posséedent une autre protéine caphibhiber I'apoptose : IAP (pour
inhibitor of apoptosis protein). Au moins 5 homaleg ont été identifiés chez les
mammiféres. La protéine inhibitrice de l'apopotoseuronale (NAIP) est un de ces
homologues et joue un réle important dans I'atrephusculaire spinale (Liston et al., 1996)
Ou son gene serait en partie délété chez les nsakdtiEnts d’atrophie musculaire spinale de
type I. Les homologues clAP-1 (Roy et al., 1997Tsk appelé hlAP-2 (Liston et al., 1996] ;
clAP-2 (Rothe et al., 1995) [également nommé hIAR:&ton et al., 1996)] et XIAP (pour
IAP lié au chromosome X) (Rajcan-Separovic et H96) inhibent les caspases de facon
similaire mais par un processus distinct de cetuNAIP. Enfin, la survivine est largement
exprimée au cours de la vie embryonnaire mais absks tissus différenciés. Son expression
va étre retrouvée dans les lignées tumorales atdesers les plus courants, ainsi que dans

50% des lymphomes de Hodgkin (Ambrosini et al., 799

L'effet protecteur des IAPs est di a leur capacitéhiber I'activation et donc l'activité
de certaines caspases. Ainsi, XIAP, clAP-1 et cRPAIRhibent les caspases 3, 7 et 9 mais pas
les caspases 1, 6 et 8 (Deveraux et al., 1997 eRaly, 1997 ; Deveraux et al., 1998). NAIP,
pour sa part, est incapable d'inhiber les casggsgs, 7 ou 8 (Roy et al., 1997).

Les IAP, a l'exception de la survivine, sont cadsées par 3 domaines BIRs

(« baculovirus IAP repeats ») dans leur partie Mateale et un domaine d'interaction

protéine-protéine contenant un atome de zinc (RfiN@er) dans leur partie C-terminale. La
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survivine ne contient que les domaines BIRs. Déffbes études ont montré que seul BIR2
était requis pour inhiber les caspases 3 et 7 etlgudomaine RING n'était pas nécessaire
(Deveraux et al., 1997 ; Takahashi et al., 1998).pdlus, il semble que clAP-1 et clAP-2
puissent se lier a TRAF-1 et 2 (TNF-R associatetbfa) grace a leur motif BIR (Rothe et al.,
1995 ; Roy et al.,, 1997). Ces travaux montrent lpselAP, tant cellulaires que viraux,
exercent des effets inhibiteurs sur l'activatios daspases en aval des récepteurs de mort
(Wang C.Y. et al., 1998 ; Vucic et al., 1998).

Tout derniérement, une nouvelle protéine nommémdek auteurs Diablo (Verhagen
et al., 2000) ou Smac (Du et al., 2000) a été tedtette protéine, une fois synthétisée est
importée dans la mitochondrie. Au cours de l'apept®iablo/Smac est libérée et se lie aux
IAPs empéchant leur action protectrice et permetinsi aux caspases contenues dans

I'apoptosome de s'activer.

AL5.4 Réle des phosphorylations

De nombreuses études ont rapporté que l'apoptoseaipoétre régulée par des
protéines kinases et des protéines phosphataségrngam, 1997 ; Downward, 1998 ; Martins
et al.,, 1998). L'étude de Martins et al. en 1998igue que les caspases peuvent étre
phosphoryléesin vivo. De plus, un marquage meétabolique de cellules hospghate
radiomarqué suivi d'un stimulus pro-apoptotigué&lé que plusieurs caspases contenaient
un radioélément (Martins et al., 1998). La mémelé&ta montré que la déphosphorylation des
caspases était corrélée a une augmentation dedpacité a cliver la PARP, impliquant la
possibilité que la phosphorylation puisse inhiberclivage de certains substrats par ces
protéases. Enfin, la kinase Akt, qui joue un rdhpartant dans le systéme nerveux dans la
cascade des kinases induites par les récepteurseaumtrophines (Yuan et al., 2000) peut
phosphoryler spécifiguement la pro-caspase-9 huwmah ainsi inhiber son activation
(Cardone et al., 1998).
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Deuxieme partie : LE RECEPTEUR FAS

i Structure de la protéine Fas

Comme cela a été précédemment évoqué, Fas appadtidm superfamille des
récepteurs au TNF / NGF qui est caractérisée pardsence de 2 a 5 domaines riches en
cystéine situés dans la partie extracellulaireé@hepteur. Dans cette famille, Fas (également
appelé CD95 ou Apol) est le mieux décrit des réeeptde mort, qui sont également
caractérises par la présence d’'un domaine DD gltraaire crucial dans I'induction du signal

pro-apoptotique.

Fas est une protéine de 335 acides aminés (ad)repoids moléculaire variant de
45 a 52 Kda (Oehm et al., 1992) suivant les étugledablement en raison de différences de
glycosylation du récepteur (Keppler et al., 1999. plus, des formes solubles du récepteur,
générées par un épissage alternatif au niveau chaide transmembranaire, ont été décrites
et contribuent a la régulation de I'apoptose inelpir FasL (Cheng et al., 1994 ; Papoff et al,
1999).

A1 Partie extracellulaire

La partie extracellulaire du récepteur Fas compréesl 156 premiers a.a. de
I'extrémité N-terminale. Elle est caractérisée lpgorésence de 3 domaines riches en cystéine
(CRD pour « cystein-rich domain ») qui vont des a&a 65 pour CRDL1 ; de 65 a 112 pour
CRD2 et enfin de 112 a 149 pour CRD3. Des travagents, réalisés a partir de récepteur
Fas tronqué dans la partie extracellulaire, ontanigvidence que les deux domaines les plus
proches de la partie trans-membranaire correspentdaila zone de fixation du ligand de Fas
ou LBD (pour «ligand binding domain »). Plus réoeemt, le troisieme domaine a été

identifie comme étant la zone d’oligomérisationépdndante du ligand du récepteur, qui est
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indispensable dans la transduction du signal apigp® de Fas (Papoff et al., 1999). Cette
oligomérisation indépendante du ligand est liée grésence d’un domaine d’auto-association
indépendante du ligand ou « PLAD » (pour « predijassociation domain ») qui va des a.a.

1 jusqu’a 65 du récepteur Fas (Siegel at al., 2(f@f)re 5).

1.2 Partie intra-cellulaire

La partie intra-cellulaire de Fas ne contient agcgaéquence consensus qui pourrait
prédire la présence d’'une activité enzymatiquet¢gas et al., 2001). Les 15 a.a. de la partie
C-terminale de Fas servent de zone d’interacti@t & protéine tyrosine phosphatase FAP-1
(pour « Fas-associated phosphatase ») , et leutialél entraine une augmentation de
I'apoptose transmise par Fas (Sato et al., 199%5}adglia et al. ont défini en 1993 par délétion
et mutagénése dirigée une région de 80 a.a. awawnidel TNF-R1 indispensable a la
transmission du signal de mort cellulaire. Itolalet(1993) ont montré qu’une zone de 68 a.a.
hautement conservée entre Fas et le TNF-R1 comdspo domaine de mort de Fas (figure
5). Ce domaine comprend notamment le résidu VaB®& dont la mutation chez les souris

Ipre® abolit le signal apoptotique.

De plus, un site de phosphorylation a été mis éheéce en dehors du DD, au niveau

de la zone proximale avec la membrane plasmiquer(&ay et al., 1998).

c":"’-"::-;; CRD1 |CRD2 |CRD3 Death domair  e—
tt 1ttt f t t
18 1 28 65 112 149 156174 214 298 317

Figure 5. Domaines protéiques du récepteur Fas.
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Al Voies de I'apoptose induite par Fas

A1 Initiation du signal

Jusqu’a présent, il avait été supposé que le ligenBas sous forme homotrimérique
(composé de trois monomeéres identiques) ou unapscnti-Fas agoniste engageaient trois
monomeres de Fas, conduisant ainsi a l'assemblage wkbcepteur trimérique et a

I'agrégation des domaines de mort sous la memif@nmick et al., 1997).

Des travaux récents ont mis en évidence que nderseuat Fas possédait la capacité
de s’assembler en triméres indépendamment de Bemgant de son ligand, mais que ce pré-
assemblage des monomeres en triméres était urgpier@ la liaison de FasL et donc a la
transmission du signal de mort (Papeffal., 1999 ; Siegeadt al., 2000). La région nécessaire
a cette trimérisation de Fas appelée PLAD est ttaastdes 49 premiers acides aminés de la
région amino-terminale de la portion extracelldaile Fas et est donc distincte du domaine
de liaison a Fas-L. Ainsi, indépendamment de lsgmée d'un ligand, des triméres et des

monomeres de Fas co-existent dans la membraneiglasm

1.2 Transduction du signal

.21 Voies apoptotiques

11.2.1.1 Formation du complexe de signalisation de mortilediDISC)

Comme Fas ne contient aucune activité enzymatigya e, le signal de mort doit étre
transmis par I'intermédiaire de protéines qui Lagmnt au récepteur apres sa stimulation. La
transmission du signal apoptotique de Fas passe lpaformation d'un complexe
multiprotéique formé par I'agrégation des récemeuas, la protéine FADD ( pour « Fas-
associated death domain ») et la caspase-8. Ce l@@nmgst nommé «complexe de

signalisation de la mort induite » ou DISC (pouattleinducing signaling complex).

En 1995, Kischkel et al. ont identifié la protéinemmée FADD qui se fixe a Fas
aprées stimulation par son ligand ou un anticorpmesge. FADD possede un domaine de mort

homologue a celui de Fas qui permet son associatvec celui-ci (Boldin et al., 1995 ;
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Chinnaiyan et al., 1995). A son autre extrémitét€Nrinale), FADD possede un domaine
effecteur de mort ou DED (pour « death effector don») qui est indispensable au
recrutement et a I'activation de la caspase-8etalfait, une protéine FADD possédant son
domaine DD mais tronquée dans son domaine DED uieipauire I'activation de I'apoptose
(Chinnaiyan et al., 1996).

Les travaux de Muzio et al. (1996) ont montré léspnce des formes zymogénes et
activées de la caspase-8 dans le DISC, reliant @direztement le récepteur Fas a la cascade
des caspases. Aprées activation du récepteur Fa3DFA la pro-caspase-8 sont recrutés et la
formation d’oligoméres de pro-caspase-8 suffittivac son auto-protéolyse qui libére ainsi la
sous-unité catalytique de la caspase—8 dans Iplegtoe (Martin et al., 1998 ; Salvesen et
al., 1999).

La caspase-8 va alors activer par clivage la caspagui va initier une cascade de
caspases effectrices qui vont conduire de facdodteble a la mort apoptotique de la cellule
(Slee et al., 1999). Il est a noter que la caspasst-essentielle a la mort celllulaire induite par

Fas (Varfolomeev et al., 1998).

Les travaux récents de Algeciras-Schimmich et28l02) ont permis de mieux définir
I'ordre de la signalisation initiale de la voie Has. Ainsi, il a été montré que la fixation de
FasL induit la formation de microagrégats de Fasi @ermet alors la formation du DISC
selon un processus faisant intervenir les filamdiastine et I'activation de la caspase-8 mais
avec trop peu d’efficacité pour la transduction nd’signal apoptotique. Cependant, la
formation de caspase-8 activée permet la formatioma surface cellulaire de larges
regroupements membranaires de protéines Fas. Ibasbter que ce regroupement du
récepteur fait également intervenir la voie desysgbmyélinases sur laquelle nous
reviendrons ultérieurement (Gulbins et al.,, 2002gs regroupements membranaires de
récepteurs Fas vont permettre d’augmenter le sigaatmis et I'activation de la caspase-8
pour induire le signal apoptotique. Le complexe FBasL serait alors internalisé, grace a la
formation de vésicules d’endocytose par un proceesuore mal défini (figure 6).
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Figure 6. Modélisation du signal initial de I'activation de Voie Fas (d’apres Algeciras-
Schimmich et al., 2002).

11.2.1.2 ROle de la voie mitochondriale : cellules de tym dle type Il

L'importance de la voie mitochondriale a été récemimdémontrée dans la mort
induite par Fas au moins dans certaines cellulelsigFet al., 1998). En fait, selon I'utilisation
de I'une de ces voies apoptotiques en aval dedeas types de cellules ont pu étre définies
(Scaffidi et al., 1998) (figure 7).

Les cellules de type | seraient indépendantes d'anBvité apoptotique des
mitochondries et utiliseraient uniquement une @e€étidirecte des caspases telle que décrite

précédemment.

Les cellules de type Il seraient dépendantes daivaion de la voie apoptotique
mitochondriale. Mis a part la quantité de pro-casp@recrutées et clivées au niveau du DISC
(faible dans les cellules de type Il et importad@s les cellules de type 1), aucune différence
moléculaire n’a permis a ce jour d’expliquer celiféérence d’activation entre les deux types

de cellules.

Un membre de la famille de Bcl-2, la molécule Bidd et al., 1998), constitue un des
liens entre la voie du récepteur Fas et la voiechibndriale (Li et al., 1998VUn fragment de
la protéine Bid, issu du clivage par la caspaseed, transféré du cytoplasme a la
mitochondrie. En effet, Bid, en se liant a Bax,autre membre pro-apoptotique de la famille
Bcl-2 présent sous forme monomérique dans le clytostuit I'oligomérisation de ce dernier
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et son intégration dans la membrane externe mitawbiede, entrainant I'ouverture de
mégapores mitochondriaux a lorigine de la chute datentiel transmembranaire
mitochondrial et de la libération du cytochromeEsKes et al., 2000). Une autre protéine
faisant la jonction entre les deux voies a ététitiéa. Il s’agit de la protéine régulatrice BAR
pour « bifunctional apoptosis regulator » (Zhangakt 2000), qui posséde la capacité de
s’'associer a la fois aux molécules anti-apoptosqucl-2/Bcl-x. (via un domaine
d’interaction protéine-protéine SAM pour « stedlipha motif ») et a la caspasea8a(un

domaine DED-like).

De ce fait, le rble inhibiteur de Bcl-2 dans la mioduite par Fas dépend directement
de I'identification des cellules de type | ou dedyil. En effet, Bcl-2 ne jouerait aucun réle
dans la mort provoquée par Fas dans les cellulsgiaudesquelles une activation directe des
caspases est suffisante (type 1). En revanche, di@ss cellules pour lesquelles une
amplification du signal d’activatiovia la voie mitochondriale (type Il) est nécessairankat
induite par Fas serait modulée par des protéinds f@enille Bcl-2.
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Figure 7. Voies d’activation de Fas dans les cellules de type de type Il (d’aprés
Couzinet et al., 2002).
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A.2.2 Voie proliférative

Paradoxalement, il a aussi été montré que l'adtimadu récepteur Fas déclenche la
prolifération de cellules T stimulées par leur T@R des thymocytes humains purifiés
(Alderson et al., 1993). De plus, la seule stimofatde Fas est suffisante pour induire
significativement la prolifération de fibroblastesmains de peau (Freiberg et al., 1997 ;
Jelaska et al., 1998). De méme, FasL peut indtactiiation de ERK1/2, un activateur
moléculaire de prolifération, sur des fibroblastesprivation de sérum (Ahn et al., 2001).
Néanmoins, selon les conditions utilisées, I'a¢iorade Fas peut aussi induire I'apoptose des
fibroblastes (Freiberg et al., 1997 ; Jelaska et E)98). Les voies de signalisation qui
conduisent de la stimulation de Fas a la prolifératdes fibroblastes sont actuellement

complétement inconnues.

Cependant, la prolifération des cellules T humaipesfiées activées par la co-
stimulation de Fas semble impliquer l'activationcdepases sans induire I'apoptose (Miossec
et al., 1997 ; Wilhelm et al., 1998 ; Alam et 4999 ; Kennedy et al., 1999). L'activation de
caspases dans des cellules T polyclonales stim@éét fonctionnellement reliée a la
prolifération induite par le TCR car celle-ci edbduée en présence d’inhibiteurs a large
spectre des caspases (Kennedy et al., 1999 ; Alai, €999). La stimulation du TCR, entre
autres conséquences, induit I'augmentation de tesgion de FasL (Nagata et al., 1995).
Ceci et le role de co-stimulation de FasL danstiVatton des cellules T suggérent la
possibilité d’une boucle autocrine d’activation EasL et de Fas, médiée par le TCR, qui
déclenche une voie de signalisation non-apoptotigagpase-dépendante, et indispensable a

la prolifération des cellules T (Kennedy et al.92p

De plus, le Fas-Fc (un antagoniste de Fas) bloguprdlifération des cellules T
stimulées par des quantités suboptimales d'antcdignti-TCR bien que ceci ne soit pas
observé avec de fortes concentrations d'anticorpsT&R, suggérant que d’autres récepteurs
de mort tels que TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR3 ou DR6 pent se substituer a la voie de Fas
(Kennedy et al., 1999). Ceci pourrait égalementigupr pourquoi ce défaut de prolifération
des cellules T n’affecte pas les sodps (déficientes en Fas) (Watanabe-Fukunaga et al.,
1992) efgld (déficientes en FasL) (Ramsdell et al., 1994).
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Alors que l'activation des caspases aprés la sétiml du TCR a été clairement
établie (Kennedy et al., 1999 ; Alam et al., 199®8s données différentes ont été rapportées
concernant les caspases impliquées et leurs sishsiannedy et al. (1999) ont montré
I'activation de la caspase-8, mais n'ont pas détéetclivage de la caspase-3 et de son
substrat, la PARP. Par opposition, Alam et al. @3%ht montré l'activation des caspases-3, -
6, -7 et -8 de méme que le clivage sélectif deques substrats de la caspase-3 tels que la
PARP. Cependant, 'ensemble de ces travaux moniee lg prolifération des cellules T
induite par la voie de Fas est initiée par la cesf qui S'autoactive apres avoir été recrutée
par FADD.

1.3 Régulateurs de la transduction du signal de Fas

A1L.3.1 Fas et NkB

La voie de signalisation du facteur nucléairexRFpeut étre activée par une grande
variété de stimuli tels que les cytokines, lesaudltiolets, et les produits bactériens ou viraux
pour finalement activer les facteurs de transaiptappartenant a la famille de protéine
NF«B/Rel (Silverman et al., 2001 ; Ghosh et al., 20B2rin et al., 2002).

Il a été montré que l'activation de pB-et l'induction de I'apoptose, en particulier par
les récepteurs de mort, sont liées par des bodelestro-contréle inhibitrices. De ce fait, la
voie de signalisation NdB régule négativement I'apoptose induite par legpéeurs de mort
en augmentant I'expression de protéines anti-apigpis. De plus, I'apoptose interfere avec
I'activation de NikB par l'intermédiaire des caspases qui cliventiplus composants de la
voie de signalisation de NB (Wajant H et al, 2003). Ainsi, l'inhibition deapoptose
augmente fortement l'activation de P& par la voie de Fas (Mandal et al., 1996 ; Wagnt
al., 2000). Bien que les mécanismes exacts d'dimiivale NkB par Fas demeurent mal
connus, il semble qu’ils fassent intervenir la pno¢ FADD et la caspase-8 (Hu et al., 2000).
Bien que cette voie soit masquée par la voie apigp® de Fas, elle peut étre observée
lorsque cette derniere est bloquée. Ainsi, I'attbrade NkB augmente I'expression de la
protéine FLIP (Kreuz et al., 2001) qui, en empéctliantivation de la caspase-8 par FADD,

est un puissant inhibiteur de la voie apoptotiqee Fhs. De plus, FLIP va également
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augmenter lactivation de NB (Kataoka et al., 2000) formant ainsi une boucle

d’autoactivation.

11.3.2 Fas et les protéines kinases activeées par la mitose

Les cascades de protéines kinases activées patdseniMAPK) sont formées par 3
cascades fonctionnellement distinctes : les kinaggslées par des voies extracellulaires
(ERK), la voie de la kinase p38 et la voie de lzake terminale cJun (JNK). La voie de JNK
peut étre activée par divers signaux tels que detefirs de croissance, les cytokines,
'osmolarité ou les ultra-violets. Elle va ensu#etiver par phosphorylation des facteurs de
transcription (tels que cJun, ATF2). La voie denalgsation de JNK a été impliquée dans la
prolifération, la différenciation et dans l'indumt, mais aussi la prévention de I'apoptose
(Pinkoski et al., 1999 ; Davis et al., 2000 ; Skaukt al., 2002).

La protéine Daxx (Yang et al., 1997), bien que dépoe de DD, est capable de
s'associer a celui de Fas mais dans une régiomaléestde celle de FADDIn vitro, Daxx
potentialise I'apoptose induite par Fas, mais mme@epas de compenser I'absence de FADD
dans des lignées cellulaires dépourvues de cettdede La voie passant par Daxx fait
intervenir la kinase ASK-1 (pour « apoptosis sigmgjulating kinase-1 ») et active la cascade
des kinases JNK et SAPK qui participent a la ré&grade la prolifération cellulaire (Chang
et al., 1998).

Dans le contexte de I'activation de la voie Fasydee des JNK a particulierement été
étudiée pour son effet pro-apoptotique. L'activatides JNK par la voie de Fas est
régulierement associée a l'apoptose. Cette aativates JNK par la voie de Fas est
probablement transmise par les caspases (Cardahe £997 ; Deak et al., 1998 ; Widmann
et al.,, 1997 et 1998). De plus, plusieurs étuddsnoontré que l'inhibition des caspases
bloque non seulement I'apoptose, mais égalemedtiviaion des JNK (Lenczowski et al.,
1997 ; Deak et al., 1998 ; Low et al.,, 1999 ; Saliap et al., 1999. Wilson et al., 1999 ;
Rochat-Steiner et al, 2000). Cependant, dans [sapidles cas, I'inhibition des JNK n’a aucun
effet ou seulement un effet modéré sur I'apoptodeite par Fas et I'activation des JNK n'est
pas une étape obligatoire dans la mort de la egflat la voie de Fas.
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A1.3.3 Fas et Protéine Kinase C

Plusieurs études ont montré que l'activation derlatéine kinase C (PKC) peut
réprimer I'apoptose cellulaire, et notamment I'ajose induite par la voie de Fas (Gomez-
Angelats et al., 2000; Herrant et al., 2002, Buisetttal., 2002). Ainsi, Ruiz-Ruiz et al. (1997)
ont montré dans la lignée lymphocytaire T Jurkat tactivation de la PKC diminue des les
premiers stades de I'apoptose induite par la veig [fFar deux mécanismes distincts. L'un
utilise la voie des MAPK et 'autre, majoritairestein mécanisme MAPK-indépendant (Ruiz-
Ruiz et al., 1999). De plus, Gomez-Angelats (2001)ontré que la PKC module la voie de
Fas en amont du recrutement de FADD et de la caspan modifiant I'efficacité de la
formation du DISC.

1.3.4 Sphingomyélinases, céramides, et regroupements raeaites du récepteur

Fas

Bien que la stimulation de l'apoptose induite pas Boit essentiellement dépendante
de l'interaction avec FADD, d'autres voies potdlesed'induction ont été decrites. Il a été
notamment montré que l'activation de Fas entraglle des sphingomyélinases acides et
neutres permettant ainsi la libération de céramithetz et al., 2002). Cependant, chez les
souris déficientes en sphingomyélinase acide (8arga al., 1996) comme chez les patients
atteints du syndrome de Niemann-Pick (présentarddficit de cette enzyme) (Cock et al.,
1998), la voie Fas n'est pas affectée. De celfmity que le réle exact des céramides dans la
voie de Fas ne soit pas encore clairement déterniiméne semblent pas directement
impliqués dans l'apoptose induite par Fas (Hsl et298).

Des travaux plus récents ont cependant mis en isédie role crucial des céramides
dans le regroupement membranaire et la polarisates récepteurs Fas a la membrane
cellulaire. En effet, les céramides libérés pactiation de Fas forment au niveau des
microdomaines présents dans la membrane de laogesiges enrichis en céramides (Gulbins
et al., 2002). Ces domaines servent de support [gowegroupement membranaire et la

polarisation des molécules de récepteur Fas (Gulbtnal., 2003). Cette polarisation des
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regroupements membranaires est indispensable podrahsmission optimale du signal
apoptotique par la voie de Fas (Cremesti et a12@Gcheel-Toellner et al., 2002).

Al Role physiologique et pathologique

Le récepteur de mort Fas a été identifié a 'oegoomme un antigene présent a la
surface cellulaire des lymphocytes B et de fibretda humains (Trauth et al., 1989 ;
Yonehara et al., 1989). Il a depuis été montré lgag est exprimé physiologiguement de
facon constitutive dans un grand nombre de cellidissles lymphocytes B et T activés, les
hépatocytes, les cellules épithéliales du coloma{&t et al., 2000) et de I'endometre utérin
(Tanaka et al., 1999), les cellules musculairediagues (Aoyama et al., 2002), ou encore les
cellules endothéliales (Lidington et al., 1999)p&edant, une inactivation de la protéine Fas
chez 'homme n’a de conséquence directe que sayd®me immunitaire (Le Deist et al.,
1996).

A1 Réle dans le systeme immunitaire

B [ o Régulation des populations lymphocytaires

Les interactions de Fas et de son ligand contrélansurvie périphérique des
lymphocytes et participent ainsi fortement au mamtde la tolérance immunitaire aux
autoantigenes (Green et al., 1994. Ju et al., 12@5)0le du récepteur Fas dans I'élimination
périphériqgue des lymphocytes autoréactifs a égetaent mis en évidence par I'étude des
souris dont le géne Fas est invaligéetlpr® (Watanabe-Fukunaga et al., 1992). En effet, on
observe chez ces souris différents désordres sautains liés a une prolifération
lymphocytaire anormale, avec notamment une pralifén anarchique des lymphocytes T et
leur accumulation dans la rate et les ganglionphetiques (hyperplasie). De plus, I'absence
de délétion des lymphocytes B autoréactifs corauaiés anomalies auto-immunes liées a des
autoanticorps similaires a ceux qui sont obseruvésoarrs du lupus érythémateux systémique
humain. Chez I'hnomme, différentes mutations de ¢r@sété mises en évidence, associées a

un syndrome immunoprolifératif auto-immun et, plegsement, & une lymphadénopathie
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massive (Fisher et al., 1995 ; Rieux-Laucat et1#95). De ce fait, ces études ont mis en
évidence la présence d’autoanticorps dans le sdmugertains patients, (Fisher et al., 1995)
montrant que la prolongation de la survie péripghéides lymphocytes B et T, consécutive a
un défaut de régulation par la voie Fas, peut ghia sélection négative des cellules auto-
immunes et I'élimination des cellules B autoréazsi{Rathmell et al, 1994). De ce fait, le
récepteur Fas joue un réle capital dans la réguales populations lymphocytaires B et T,
non seulement en éliminant les lymphocytes périghés autoréactifs, mais également en
induisant I'apoptose des lymphocytes activés ajgugrsprolifération en réponse a un antigene
(Krammer P. H., 2000).

AlL1.2 Elimination des cellules pathogenes

Outre son réle dans la régulation des lymphocygae®cepteur Fas joue un réle capital
dans I'élimination des cellules tumorales ou indest par un virus par les cellules T activées
cytotoxiques qui expriment a leur surface le ligated Fas. Celles-ci vont ainsi induire le
suicide des cellules infectées ou en voie de twaban qui expriment physiologiquement le
récepteur Fas (figure 8). Néanmoins, des mécanisir@happement a cette induction
d’apoptose par le systeme immunitaire ont été tecdans un grand nombre de cellules
tumorales et correspondent a l'inhibition de I'eegsion de Fas a leur membrane (Muschen et
al., 2000) ou au contraire a une expression de Pa#iiteside et al., 2002) qui déclenche
I'apoptose des lymphocytes activés spécifiquesimegnt Fas. D’autre cellules, tumorales ou
infectées par un virus, échappent a ce suicideitinoar le systéme immunitaire en
développant des mécanismes de résistance a I'aggoptduite par la voie de Fas tels que la
sur-expression de FLIP, de Bcl2 ou de « decoy tecep(Whiteside et al., 2002).
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Figure 8. Elimination des cellules pathogénes par les lymptescT CD8+.

AN1.2 Systeme nerveux

L’apoptose est aussi un mécanisme important geinignt de fagon physiologique au
cours de la formation du systeme nerveux embryoenan éliminant les neurones
surnumeéraires qui n’établissent pas de connexipmapsiques fonctionnelles (Oppenheim et
al., 2000). Chez l'adulte, une augmentation deofapse neuronale a été impliquée dans un
certain nombre de maladies neurodégénérativesstglle la sclérose latérale amyotrophique,
la maladie d'Alzheimer ou lors des accidents vasad cérébraux ischémiques (Honig et al.,
2000).

.21 Fas et neurones

Bien que la voie du récepteur Fas soit la prineipadie d'apoptose décrite dans de
nombreux systémes, I'expression de Fas par leonesirest trés peu documentée. Dans des
conditions normales, il a été montré que Fas gsiirag transitoirement par des neuroblastes
dans le cortex de rat et, de facon plus importa@tdes stades plus difféerenciés dans des
cultures primaires murines (Cheema et al.,, 199@9nsDdes études realisées vivo,
I'expression neuronale de Fas a aussi été détpatéges méthodes immunohistochimiques
dans le cerveau de souris juvéniles normales, gatision cependant sur la population de
neurone impliquée (Park et al., 1998). En 1999,uRabal. ont montré que les motoneurones

embryonnaires de rat coexpriment Fas et FasL éterdrrapidement en apoptose par la voie
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de Fas quand ils sont cultivés en absence de fattephique. L'expression de Fas a
également été détectée dans les neurones de ratsuasl de l'ischémie expérimentale
(Sakurai et al.,, 1998). Toutefois, dans une étuwkr ales cultures de cellules issues de
cerveaux de foetus humains a 12-16 semaines ddigegBecher et al., 1998), Fas n'a pas
été détecté. Enfin, I'expression de Fas par desonesi humains a été montrée dans des
conditions pathologiques, comme la maladie d'Alziezi(De la Monte et al., 1997), ou apres
exposition a l'interferon gamma (IF)- (Rensing-Ehl et al., 1996). En outre, des travaux
récents suggerent que les fonctions non-apoptaidad-as joueraient un réle important dans
le systtme nerveux. En effet, les solpis présentent une atrophie progressive des neurites
des neurones du SNC (Sakic et al., 1998). Plusméemt, Desbarat et al. (2003) ont mis en
évidence dans la lignée neuroblastigue humaine 85¥Set dans des cultures primaires de
neurones sensitifs humains que Fas induisait lassance neuritique, par une voie

indépendante de la caspase-8, liée a I'activatesnEHRK.

AllL2.2 Fas et cellules gliales

Au niveau des cellules gliales, des études réalisbez la souris ont montré une
expression constitutive de Fas par les astrocyiis/&s et la microglie isolée du cerveau
néonatal (Lee et al., 2000) mais chez 'lhommeptession de Fas par les cellules gliales est
controversée. Dans I'étude de Choi et al. (1998} aes cultures primaires de cellules gliales
de foetus humain ou de cerveau adulte, I'expressomstitutive de Fas est limitée aux
astrocytes, et peut étre augmentée par l'inteneski I'interleukine-6, I'lFNy et et le TNF-

a. Cependant, dans une autre étude, Fas a été aéseclement au niveau des
oligodendrocytes dans le cerveau adulte (D'Souzd.,e1996), et était également inductible
en présence d'IFN-(Pouly et al., 2000). Dans une autre étude réaleséc des cultures
primaires de systeme nerveux central de foetus msm@i2-16 semaine de gestation),

I'expression de Fas a été détectée uniquementvaawndes astrocytes (Becher et al., 1998).
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Troisieme partie : LE SYSTEME NERVEUX
CENTRAL MOTEUR

i Développement embryonnaire

Le systeme nerveux (SN) embryonnaire apparaittéteésu cours du développement,
des le 18eme jour embryonnaire chez 'lhomme (ER8alablement au développement du
SN, I'embryon se compose de trois couches de esllubncentriques également appelées
feuillets: I'ectoderme qui donnera I'épiderme et dgstéme nerveux, le mésoderme qui
donnera les muscles, le squelette et les tissuprudiis, et 'endoderme qui donnera la
couche interne des viscéres. Ce stade de dévelgmperappelle 'embryon a 3 feuillets. Le
tissu nerveux apparait a la suite d’envoi de signdw mésoderme vers I'ectoderme. Ce
phénomene, appelé l'induction neurale, se tradait |p transformation d’'une partie de
I'ectoderme en tissus nerveux primitif : la plagueurale ou neurectoderme. La période
pendant laquelle se forme et s’organise le neudectoe sur la face dorsale de I'embryon

correspond a la neurulation.

1.1 La transformation du neurectoderme

Le neurectoderme va ensuite évoluer a traverspkegtpour former les ébauches des
systemes nerveux périphériques et centraux. Cetikutéon se fait dans le sens antéro-
postérieur. La différenciation du tissu nervewxtif est précoce au niveau de la téte (partie
rostrale) et plus tardive vers le bassin (partigde#e). Lors de sa formation, le neurectoderme
s'épaissit par rapport au reste de I'ectoderme poumer la plague neurale (E18) qui est
marquée en son centre par un sillon neural qui'aui longitudinal de I'embryon. La plaque
neurale se creuse, s’'invagine de maniere a foraegolttiere neurale. Les bords de la

gouttiere, les bourrelets neuraux, proliferent ehreent les crétes neurales (E 20). Les
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bourrelets neuraux se rejoignent fermant ainsidattgere neurale, les crétes neurales se
séparent ensuite de I'ancienne gouttiére et formesffilets continus au-dessus du tube neural
primaire né de la fermeture de la gouttiere. A cam@nt 1a, le tissu nerveux est situé a
I'intérieur de 'embryon, recouvert par I'ectoderrtte 21). Une fois completement fermé, le
tube neural grossit et délimite en son centre @witée qui donnera les cavités encéphaliques
et le canal de I'épendyme. La partie centrale the tonnera la substance grise (contenant le
corps cellulaires des neurones) et la partie egtdmla paroi donnera la substance blanche
(essentiellement les fibres nerveuses avec lelitdesegliales). Les crétes neurales migrent
pour former les divers éléments du systeme nerpéuphérique, comportant les nerfs et les
ganglions rachidiens ainsi que les ganglions dutésys nerveux autonome et des
paraneurones. Dans la partie céphalique, certaicrétes neurales constituent du
mesectoderme qui formera une grande partie du ettielt du conjonctif de la face du crane

et du cou.

1.2 Précurseurs neuronaux et gliaux

Le neurectoderme présente 2 types de cellules :

- les neuroblastes, qui sont des neurones embry@snaimatures qui peuvent
encore se diviser contrairement aux neurones ngmtene peuvent entrer
en mitose. Cependant, des précurseurs neuronausistuth chez les
mammiféres adultes dans le SNC, au niveau de leheosious-granulaire du
gyrus dentelé dans I'hippocampe (Alvarez-Buyllaakt 2002 ; Kemperman
et al., 2002) et la zone sous-ventriculaire degricertes latéraux (Morshead
et al., 1994).

- les précurseurs gliaux, qui donneront naissance astrocytes,
oligodendrocytes, cellules microgliales, cellulésomidiennes et cellules
épendymaires dans le systéme nerveux central, »etcallules gliales et
cellules de Schwann dans le systéme nerveux péidgplec Il est a noter que
les cellules gliales jouent un role essentiel dardifférenciation (Lemke et

al., 2001) et la survie des neurones (Bar et @00
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1.3 Différenciation du tube neural

1.3.1 La moelle épiniére
Le tube neural est le futur systeme nerveux centealpartie postérieure du tube (ou

tube neural médullaire) formera la moelle épinEopetenant le canal de 'épendyme issu de la
cavité du tube neural. La paroi du tube neural rit&del qui donne la moelle se subdivise en
substance blanche a la périphérie et en substanse gu centre. D'un point de vue
fonctionnel, la moelle épiniére sert d'interfacdrere systeme nerveux périphérique et le
cerveau, elle assure la conduction des influx et deux structures et est aussi le centre

d'activités nerveuses indépendantes, les réflexes.

1.3.2 Le cerveau

Il est constitué a partir de la zone antérieureéuthe neural (tube neural encéphalique)
et apparait pendant la période E28-E30. Cettetataiva se développer considérablement
pour former le cerveau embryonnaire a 3 vésicules, pers E 39, le stade a 5 vésicules. Ces
5 vésicules délimitent le systeme cavitaire celéuiase compose (selon I'axe rostro-caudal)
des 2 ventricules hémisphérigues dans le télen&pltu 3éme ventricule dans le
diencéphale, de I'aqueduc de Sylvius dans le mépérade et du 4eme ventricule délimité, a

la fois, par le mésencéphale, le myélencéphale,arvelet.

1.4 Maturation du cerveau

Le télencéphale se développe énormément en sanmepur l'arriere et finit par
recouvrir completement le diencéphale. La différatimn du télencéphale conduit a la
formation du cortex cérébral, du systéme limbidas émygdales, le septum, le bulbe olfactif

et 'hippocampe) et le striatum (noyaux caudesuéamen).

Le cortex continue a se développer en se plissaunt fermer des circonvolutions, de
maniere a augmenter sa surface, et se divise émisphéres cérébraux composés chacun de
4 lobes. Le lobe frontal est impliqgué dans les gssas cognitifs de prévision, décision et
d’action préméditée (cortex préfrontal), dans laion, le langage et la motricité (cortex
prémoteur) (figure 9). Le lobe temporal est impéigdans l'intégration de l'audition, la
mémoire, I'olfaction et le langage. Le lobe pati@entralise les informations sensitives. Et
enfin le lobe occipital est spécialisé dans laovisi
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Pharynx
Cavilé abdominale

Figure 9. Le cortex moteur chez ’lhomme.

1.5 Des neuroblastes aux neurones matures

5.1 Différenciation neuronale et N-CAM

Les neuroblastes sont des précurseurs neuronaux @s la division des cellules
neuroépithéliales. La multiplication de ces cebuierminales débute a la 6éme semaine pour
s’achever a la 20éme semaine de gestation. Cagesepost-mitotiques perdent alors toute
capacité de division et migrent a la partie extéenleng des prolongements de la glie radiaire

pour gagner leur zone d’implantation (Gasser et8R0).
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L’expression de la molécule d’adhésion de cellmegronales (N-CAM) polysialylée
(PSA-NAM) va jouer un réle fondamental au coursdéiveloppement du systéeme nerveux

central (Rutishauser et al, 1996) en modulantriesactions cellulaires.

Ainsi, la PSA-N-CAM est largement exprimée au calusdéveloppement du systeme
nerveux central ou elle permet les migrations taEhes en inhibant les interactions
homophiliques N-CAM-N-CAM et, de facon générale, péche les interactions cellule-
cellule (Kiss et Rougon, 1997 ; Bruses et al., J9B8e va ainsi jouer un réle important dans
le guidage et le ciblage des axones (Tang et@92 &t 1994) ou la migration des précurseurs
neuronaux (Ono et al.,, 1994 ; Hu et al., 1996) letug (Wang et al., 1996). De plus, la
persistance chez l'adulte de I'expression de la RSBAM dans certaines régions du
systéeme nerveux central est corrélée avec la nmaint® de la plasticité des interactions
cellulaires (Seki et al., 1993).

L’expression temporelle de la PSA-N-CAM est stmoént régulée au cours du
développement et, de ce fait, elle est expriméguament au niveau des neurones immatures
(Seki et al.,, 2002). Dans les neurones maturede sauN-CAM est exprimée sans résidu

polysialylé.

1.5.2 Role des facteurs trophiques

Au cours du développement des vertébrés supériegrsnotoneurones sont produits
en excés. Dans la moelle épiniére de rat, envifii Bnotoneurones sont présents ati"14
jour de la vie embryonnaire. Ces neurones vontldgper un axone qui va établir un contact
avec son tissu cible, le muscle squelettique quilwaapporter des facteurs trophiques
indispensables a sa survie (Hamburger, 1992). @ettgétition pour I'acces a ces facteurs
de survie entraine une sélection et environ 50%mtE®neurones vont mourir jusqu’aﬁf"%
jour post-natal. Ce mécanisme est appelé mort laguphysiologique des motoneurones
(Oppenheim, 1991 ; Sendtner et al., 2000). Lors laedécouverte du °1 facteur
neurotrophique, le NGF, il a été montré que sayxtdn par le tissus cible est nécessaire a la
survie des neurones sensoriels formés (Levi-Mointaket al., 1954). L'importance des
facteurs trophiques du muscle squelettique dansul@ie motoneuronale a été mis en

evidence chez le poulet (Oppenheim, 1985) et @loemment chez la souris (Grieshammer et
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al., 1998). Cependant, des travaux récents cheauds ont mis en évidence le réle capital
des facteurs trophiques apportés par les celluiesegy et tout particulierement par les
cellules de Schwann, et ce tant au cours du dépetopnt embryonnaire des motoneurones

que pour leur survie chez I'adulte (Riethmacheal t1997).

Plusieurs facteurs trophiques capables de promplaraurvie des motoneurones ont
été aujourd’hui identifiés. Il s’agit notamment desurotrophines (NT) BDNF (« brain-
derived neurotrophic factor »), NT-3 et NT-4 mass fpe NGF (Sendtner et al., 1992 ; Hughes
et al. 1993 ; Henderson et al. 1993). D’autreseiast sont identifies comme le CNTF
(« ciliary neurotrophic factor ») (Arakawa et d1990), le LIF (« leukemia inhibitory factor »)
(Hughes et al. 1993), le CT-1 (« cardiotrophin 1(Pennica et al. 1995) ou la CLC
(« cardiotrophin like cytokine ») (Pennica et 8@9% ; Senaldi et al. 1999 ; Shi et al. 1999).
Le GDNF (« glial-derived neurotrophic factor ») fidkerson et al. 1994 ; Zurn et al. 1994 ;
Rakowicz et al., 2002), ainsi que I'lGF (« insuligeowth factor ») (Arakawa et al. 1990 ;
Hughes et al. 1993 ; Neff et al. 1993) et le HGhépatocyte growth factor ») (Wong et al.
1997 ; Ebens et al. 1996 ; Yamamoto et al. 1997meient également la survie des

motoneurones.

1.6 Caractérisation des neurones moteurs adultes

Le neurone est une cellule capable de réagir stimelation en produisant un influx
nerveux. C'est donc une cellule hautement spéémligiui permet la transmission, le
traitement et le stockage de l'information. Poua,cke neurone présente une morphologie
caractéristique (figure 10). Son cytosquelettepesicipalement constitué de neurofilaments
(NF) qui constituent la base de son architecturwent donc un role fondamental dans le
maintien de son intégrité structurale et fonctidieneomme cela est décrit dans le chapitre
suivant. Au niveau de son corps cellulaire, desddtss réalisent les connexions avec les
cellules afférentes. L'axone est un prolongementatps du neurone qui permet le transport
de linflux nerveux. L'axone présente fréquemmene gaine de myéline, discontinue au
niveau des nceuds de Ranvier. Cette gaine, syrébdisr les oligodendrocytes dans le SNC
et les cellules de Schwann dans le SN périphériguee un rbéle fondamental dans la
propagation de l'influx nerveux le long de I'axonEnfin la terminaison axonale est

constituée par la synapse, qui connecte les nesimee eux. Elle est composée d'un bouton
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synaptique, d'un espace inter-synaptique de I'atdr20 nanometres, et de la membrane post-
synaptique du neurone afférant. Cette membranmesie de canaux ioniques, de récepteurs
et enzymes de régulation. Les récepteurs contrdlaativation de canaux ioniques de

différents types. La transmission de l'informatidians la synapse est réalisée par des

neuromédiateurs contenus dans les vésicules sgnaptdes neurones.

bowton synaptique

dendrites

. corps de Nissl
noyau corp: s cellule de Schwam

scegment initial
de 'axone

terminaison de 1"axone

Figure 10.Schéma classique d’'un neurone.

Les neurones moteurs sont caractérisés par ungragde taille ce qui, par ailleurs,
est frequemment utilisé comme un des criteres weidentification (Carpenter et al., 1983 ;
Morrison et al., 1996). Les motoneurones du copedsentent en outre une morphologie

pyramidale facilement identifiable du fait de lgwande taille (figure 11).

Les neurones moteurs sont localisés dans desmaogie bien définies, dans le lobe
frontal au niveau du cerveau (figure 9) et dangadie ventrale de la moelle épiniere (figure
11).

Les neurones moteurs possedent exclusivement dapss cholinergiques et, de ce
fait, les marqueurs cholinergiques (choline acébsférase et acétylcholinestérase) peuvent
étre utilisés comme un critere d’identification (edo et al., 1996 ; Delfs et al., 1997 ;
Morrison et al., 1996 ; Bar et al., 2000). Chezptailet, il a été montré que les neurones
moteurs du cortex et de la moelle épiniére en cderdifférenciation expriment le gene Islet-

1 (Ericson et al., 1992 ; Tsuchida et al., 1994réla-Echavarria et al., 1996).
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Actuellement, I'anticorps monoclonal SMI-32 (Steenfper et al., 1983), qui reconnait
un épitope de la sous-unité lourde des neurofilasneon phosphorylée des neurones
cholinergiques (Mesulam et al., 1991 ; Geula et #95), et marque spécifiguement les
motoneurones pyramidaux et médullaires (CampbeMaetrison, 1989 ; Carriedo et al.,
1995), est considéré comme un des marqueurs lssfiphies des neurones moteurs chez
I’'homme et le rat (Tsang et al., 2000 ; Bar etz000).

Figure 11.Motoneurones en culture mixte de cortex de ratkae$ une coupe transversale
de moelle épiniére de rat de 8 jours.

A : Neurone moteur de rat de grande taille, avee fanme pyramidale caractéristique, de
nombreuses ramifications dendritiques et un lorapaxB : Marquage des motoneurones par
I'anticorps SMI-32 (Herpes et al., 1999). BarreG=Bn. C : Double-marquage sur une coupe
de moelle épiniere de rat 4gé de 8 jours, des nearmoteurs situés dans la corne ventrale
par un Ac anti-acétylcholinestérase (en noir)des interneurones de la corne dorsale par un
Ac anti-calrétinine (en rouge) (Kaal et al., 2000).

Al Pathologie du systéme nerveux central moteur : lackrose

latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est umectibn neurodégénérative décrite
pour la premiere fois par Charcot en 1874. Ellecashctérisée par la disparition progressive
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des motoneurones de la corne antérieure de la enalldu bulbe rachidien, et la

dégénérescence des voies pyramidales. Elle coaduite paralysie musculaire progressive
puis a la mort, souvent par paralysie des musekgsnatoires, liée a l'atteinte bulbaire. Il est a
noter que plus I'age de début de la pathologigestoce, plus I'évolution de la maladie est
rapide. Généralement, cette maladie entraine la dams un délai moyen de deux a trois ans
apres l'identification des premiers signes clingjuBe plus, il n'existe actuellement aucun
traitement curatif efficace. Cependant, fondéel'fiypothese excitotoxique I'utilisation du

riluzole, un inhibiteur des neuro-médiateurs exeiies, permet d’obtenir un allongement

modeste de la survie (Bensimon et al, 2002).

L’incidence annuelle de la maladie est d’envirad 2 cas pour 100.000 habitants et la
prévalence de la forme sporadique est estimée & $eur 100.000 (Rowland, 1994). La
maladie affecte plus souvent les hommes que lemésgrdans une proportion de 1.5 pour 1.
Elle peut survenir a n'importe quel age, mais laspjrande incidence se situe entre 50-60

ans.

La SLA est généralement sporadique et seulementol@es cas sont familiaux
(Siddique et al, 1989), avec une hérédité qui estgle autosomale dominante. Environ 20
% de ces formes familiales autosomales dominante$ kées a une mutation sur le
chromosome 21921 du gene de la Cu-Zn superoxigeutise (SOD) (Rosen et al, 1994).

Contrairement a la forme sporadique, il n’y a paslifférence selon le sexe.

L’étiologie de cette maladie reste inconnue. Néansjales progres considérables ont
été effectués, notamment grace a la découvertendéstions du gene codant pour la SOD
chez certains sujets atteints de SLA (Rosen €t%13), car prés de 20 % des cas familiaux
sont porteurs de telles mutations (Siddique, 199@s causes des formes habituelles,
sporadiques, restent mystérieuses. Les mécanisattesgeéniques de l'atteinte neuronale sont
encore inconnus et relevent vraisemblablement dsiqirs origines comme le suggerent
I'nétérogéneéité des aspects cliniques et de I'évitddy qui doivent donc faire considérer la
SLA comme un syndrome. Différents mécanismes paéthigges doivent étre envisagés et
devraient ainsi permettre I'élaboration de stra®gihérapeutiques cohérentes. Plusieurs
hypotheéses pathogéniques, reposant sur des arguroimgues et expérimentaux, sont
actuellement évoquées pour la compréhension deskaudtion neuronale qui pourrait relever
de facteurs toxiques tels que I'excitotoxicité 'deitle glutamique et de ses analogues (Zeman
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et al, 1994 ; Hugon et al, 1996 ; Louvel et al, 1)9% stress oxydatif lié aux radicaux libres,
les anomalies du cytosquelette (Cleveland, 199@)aato-immunité (Appel et al, 1991 ;
Smith et al, 1992 ; Smith et Appel, 1995). Il essgible que certains de ces différents facteurs
pathogenes puissent jouer un rble dans linitiatittn processus pathogene, ou que la

pathogénese de la SLA soit multifactorielle.

Parmi ces différentes hypotheses pathogéniquesombre croissant de données
vitro et in vivo suggerent que l'apoptose est impliquée dans la&néégscence des
motoneurones observée dans la SLA. Il s'avere mdgale que l'apoptose neuronale est
associée a des dépobts d'lg comme le rapportengtleles immunohistochimiqugmst-
mortem (Martin, 1999). Cependant, le rOle des autoarpsodans le processus de

dégeénérescence des motoneurones est inconnu.

A1 Excitotoxicité

L’hypothese excitotoxique dans la physiopatholatgda SLA est liée a la découverte
chez les malades de taux anormalement élevés ekaaidinés excitateurs (AAE) et de leurs
analogues, probablement a la suite d’anomaliesede métabolisme. En effet, plusieurs
études ont mis en évidence une augmentation gigtife du métabolisme des AAE,
notamment du glutamate et de I'aspartate, dap&ma et dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR) des patients ayant une SLA (Plaitakis et €cm 1987 ; Rothstein et al, 1990 ; Perry
et al, 1990). Des niveaux élevés de glutamate peu@é&e toxiques car, en activant
directement les récepteurs perméables au calciumlesucanaux calciques voltages
dépendants, ils induisent des niveaux élevés dtaigum libres. De ce fait, une anomalie de
la régulation du taux de glutamate dans la syngpserait étre a l'origine d'une
dégénérescence neuronale. A la difference d'autnesirotransmetteurs tels que
I'acétylcholine, il n’existe pas d’enzyme endog@®edégradation du glutamate qui est capté
par des récepteurs situés au niveau des celluddsgtiont certains seraient modifiés au cours
de la SLA (Rothstein et al, 1995 et 1999). Cependaniluzole, un inhibiteur du glutamate,
a recemment été testé chez 'lhomme, mais les prerassais cliniques ne permettent pas

d’enrayer définitivement le processus neurodégénéesai et al, 1998).
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Ces changements des concentrations intrathécgidssetatiques d’AAE dans le LCR
et dans le plasma pourraient en partie résultenedanomalie des mécanismes de recapture.
Celle-ci pourrait conduire a une augmentation descentrations d’AAE au niveau preé-

synaptique et par conséquent entrainer la moronale par excitotoxicite.

En effet, la recapture du glutamate était diminuge des préparations de
synaptosomes obtenues a partir de moelle épinieoergeau de patients atteints de SLA
(Rothstein et al, 1992). Cette diminution seragelia la perte sélective du transporteur
exclusivement glial du glutamate nommé EAAT-2 (pewxcitatory amino-acid transporter-
2 ») (Bristol et al, 1996). Le niveau des ARNm @etransporteur n’était pas modifié et cette
perte serait liée a la présence d'’ARNm aberrantsAdET-2 détectés chez les patient atteints
de SLA sporadique (Lin et al, 1998). L’expressiowitro de ces ARNm aberrants entraine la
perte de l'activité de la protéine EAAT-2. Curieomnt, la présence de tels ARNm
inhabituels ne semble pas étre liée a des anomdiliegéne codant pour le transporteur
EAAT-2 (Aoki et al, 1998).

Dans les cultures organotypiques de moelle épirdereat de 8 jours, I'inhibition
chronique de la recapture du glutamate conduit @ mmort sélective des motoneurones
(Rothstein et al, 1993). Cette toxicité peut étrhibée par un antagoniste des récepteurs
AMPA/ kainate (le 6-Cyano-7-NitroQuinoXaline-2,3atie, ou CNQX). De plus, des LCR de
patients atteints de SLA sont toxiques pour lesores corticaux en culture (Couratier et al.,
1993). La nature du facteur toxique reste a détegminais la neurotoxicité des LCR est
efficacement bloquée par le CNQX, ce qui suggére gette toxicité peut résulter de
I'activation des récepteurs AMPA/ kainate. Enfiesdeffets similaires sont obtenus dans un
autre modéle d’inhibition de la recapture du gluageren injectant des oligonucléotides anti-
sens du transporteur au glutamate de type 1 (Rathet al, 1996). Ces résultats montrent
gu’un déficit du transport du glutamate peut étferdgine de la dégénérescence sélective des

motoneurones.

La neurotoxicité pourrait également étre liée a angmentation du flux calcique
intracellulaire par les récepteurs au glutamate ANMpour alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazole propionic acid) situés a la surfaceroeale (Van Den Bosch et al., 2000). Celle-
ci serait liee a I'absence de la sous-unité 2 tlrd’assemblage du récepteur (Heath et al.,
2002). La faible expression de cette sous-unités 2édepteur au glutamate a été mise en
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évidence spécifigquement au niveau de neurones msotgpinaux (Heath et al., 2002 ;
Kawahara et al., 2003). De ce fait, les motonewoseraient prédisposés aux atteintes
excitoxiques par la présence majoritaire a sa serfe récepteur au glutamate ne présentant

pas la sous-unité 2.

Cependant, le fait que les radicaux libres oxygéniébent la recapture du glutamate
par les astrocytes (Volterra et al, 1994 ; Trdttle 1996) est un argument en faveur d’un lien

entre excitotoxicité et le stress oxydatif.

A2 Stress oxydatif

Le transport de la cystéine a I'intérieur des neasoet des cellules gliales est toujours
associé a une sortie de glutamate. Ainsi, si leeauvde glutamate extracellulaire est
augmenté, ce co-transport est bloqué et la cefii@st plus fournie en cystéine. Or, celle-ci
est indispensable a la synthese du glutathionntiroaydant cellulaire qui protége la cellule
des agressions induites par les radicaux libresjypts par la mitochondrie au cours de la
synthése d’ATP. De ce fait, 'augmentation de laro&xicité du glutamate peut entrainer un

déficit en glutathion (Kato et al, 1992) et doraplparition d’un stress cellulaire oxydatif.

Dans une autre étude, des auteurs ont montré quenlkzentration plasmatique de
glutathion péroxydase (une enzyme qui permet lathege du glutathion) est
significativement diminuée chez les patients atseotle SLA (Moumen et al, 1997). Cette
méme étude a également montré que les concengatiasmatiques de la Cu/Zn superoxyde
dismutase (SOD) extracellulaire et de la malonelddieyde (un indicateur de la
lipopéroxydation), sont augmentées chez les patiaiteints de SLA sporadique en
comparaison a des sujets témoins. Ces résultdimreent le rle du stress oxydatif dans la

physiopathologie de la SLA.

Cependant, la théorie du stress oxydatif a prile@ent de I'importance avec la
découverte de mutations dans le géne codant p@O@Ix1 chez 20% des patients atteints de

formes familiales de SLA (Rosen et al, 1993). Cetteyme catalyse la dismutation de O

en HO, qui est par la suite converti en radit@H, I'espece radicalaire la plus réactive. De
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ce fait, une diminution de l'activité de la SOD-htmine une accumulation de 5O

(Olanow, 1993). L'Q*- peut interagir avec le NO pour former le radicargxynitrite
(Padmaja et Huie, 1993) qui détruit la bi-couchmdigue membranaire, oxyde les résidus
thiols et méthionines des protéines (Koppenol e1292), et peut aussi réagir avec la SOD-1

pour produire un radical nitronium NOqui modifie les tyrosines (Beckman et al, 1992).
Toutes ces perturbations vont finalement conduiadatdégénérescence neuronale.

En effet, dans des cultures organotypiques de meéeihiere, le blocage de la SOD-1
entraine une apoptose neuronale dans la plupartadesenes spinaux (Rothstein et al, 1994).
Or, les mutations de la SOD-1 dans la SLA familialentrainent pas de modifications
importantes de l'activité de la SOD (Borchelt et E394). Il a été également montré que la
chélation du cuivre prévient I'apoptose dans lebules transfectées par la SOD mutée
(Wiedau-Pazos et al, 1996). Ces travaux suggereéahgain de fonction de 'enzyme mutée
pourrait aussi contribuer a la maladie. Les expége avec des souris transgéniques
exprimant la SOD humaine mutée soutiennent ceppethgse (Gurney et al, 1994). En effet,
ces souris développent une paralysie des membreg@tent prématurément. Sur le plan
histopathologique, une dégénérescence sélective mesoneurones a lieu. Cette
dégénérescence est similaire a celle qui est obseatans les tissus de patients atteints de
SLA, suggérant que l'action toxique de la SOD-1 éeuserait liée a son agrégation dans les
motoneurones et non pas au stress oxydatif (Batipd, 1998) renforcant I'idée d’'un gain de

fonction de la protéine mutée.

Cependant, des travaux récents sur le modéle dedelgouris SOD1-G93A ont mis
en évidence le réle de la cyclooxygénase (COX)2enzyme qui joue un rble important
dans les cascades inflammatoires mais aussi dargti@ités neuronales normales. En effet,
elle permet dans les astrocytes et les neuronealspla synthese de la prostaglandine E2 qui
permet le relargage du glutamate par les astrocitasitre part, elle joue également un réle
clé dans la production des cytokines pro-inflamnnesoet des radicaux libres (Drachman et
al., 2002). La neuroinflammation est une caradigrs qui affecte les tissus dans de
nombreuses maladies neurodégénératives et quideétiée au cours de la SLA (McGeer et
al., 2002). De plus, une augmentation de la COXégeamise en évidence dans le cerveau et
la moelle épiniere de malades atteints de SLA. Ciez souris modeles SOD-1, cette

augmentation a également été observée (Pompl,e2(3) et I'inhibition de la COX-2
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augmente la survie et diminue les troubles ce aquggére une possible application
thérapeutique des inhibiteurs de la COX-2 tel guritesulide (McGeer et al., 2002 ; Pompl
et al., 2003).

1.3 Modification du cytosquelette

Les neurofilaments (NF) constituent la base architale du cystosquelette neuronal.
lIs sont formés par la co-polymérisation de troiet@ines de la famille des filaments
intermédiaires spécifiques des neurones, les soitdsuéegere (NF-L), moyenne (NF-M) et
lourde (NF-H) des neurofilaments. Les NF sont pdewmiconstituants les plus abondants des
neurones, particulierement dans les axones myétintels que ceux des motoneurones
spinaux. Les NF jouent également un réle importkams le développement et le maintien du
calibre axonal (Hoffman et al, 1987 ; Clevelan@letl991) ce qui est un déterminant crucial
pour la vitesse de conduction des axones (Voyvddig9). De ce fait, le dysfonctionnement
des NF pourrait contribuer a la pathogénése deained maladies neurodégénératives,
particulierement au cours de la dégénérescenceneatonale dont la forme la plus fréquente
est la SLA (Hirano et al, 1984).

L’étude histopathologiqu@ost-mortem de patients atteints de SLA montre que les
motoneurones restants présentent des anomaliehahagmues, notamment un gonflement
du corps cellulaire et une dispersion du réticuendoplasmique (corps de Nissl) (Wakayama
et al.,, 1992). De plus, des ballonnement axonaukpgquvent parfois atteindre la taille du
corps cellulaire, sont fréequemment observés (Caepeh968) et sont riches en NF comme

ceci a été démontré en immunohistochimie (Hirared,e1984).

Des souris transgéniques exprimant des niveaux rians de NF-L ou de NF-H
présentent des anomalies histopathologiques sieslai celles observées dans la SLA (Cote
et al, 1993 ; Xu et al, 1993). De plus, difféerentagtations dans le géne codant pour la chaine
lourde des NF-H ont été détectées chez des maddiésts de SLA sporadique par plusieurs
équipes (Figlewicz et al, 1994 ; Tomkins et al989 Al-Chalabi et al., 1999) mais le réle de
ces mutations reste controversé pour les formesilifdes (Vechio et al., 1996).

Actuellement, ces mutations des NF-H serait la €egqusnaire de seulement 1% des cas de
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SLA (Julien et Beaulieu, 2000). Dans certains @apatients atteints de SLA sporadique, la
délétion d'une partie du géne codant le domainesgitarylé Lys-Ser-Pro a été mis en
evidence pour les NF-H (Figlewicz et al, 1994),gargnt que la délétion ou la mutation du
domaine phosphorylé pourrait étre responsable adqges cas de SLA. Par ailleurs, les
études de souris transgéniques surexprimant le §&Ake de souris ou humain (Lee et al,
1994) ont montré une désorganisation des neurdditdsnet le développement d'une SLA
expérimentale. Presque tous les motoneurones spiaaient un corps cellulaire élargi,
ballonisé ainsi qu’un noyau excentré. Des ballorer@saxonaux chargés de NF étaient aussi
observés. Ces modifications sont similaires a setjgi ont été décrites dans la maladie

humaine.

L’étude ultrastructurale montre que tous les compants des motoneurones
présentent des accumulations massives de NF. Qdsséindiquent que des altérations des
NF peuvent conduire au dysfonctionnement neuronalla mort neuronale. L’accumulation
anormale de NF dans la partie proximale de I'axdese motoneurones représente une des
caractéristiques pathologiques de la SLA (Hiranal,e1984). On les détecte chez plus de 70
% des patients atteints de SLA. Ce phénomeéneaatagidéré comme un effet secondaire de
la dégénérescence, résultant probablement d'unsposih axonal défectueux. Ainsi,
I'accumulation de NF dans la partie proximale @xdne des motoneurones pourrait résulter
de 'augmentation de la synthede novo des NF et la diminution de leur dégradation. Elle
pourrait également résulter de la présence de monsaponctuelles des genes codant pour les
NF ou de l'altération des NF par les radicaux Eb(€hou et al., 1996), entrainant une
désorganisation et une diminution du transport ak@Robertson et al., 2002). Par ailleurs,
'accumulation anormale de NF dans les neuronesslésaccompagne souvent de la
diminution de concentration de TARNm codant pouf-N. Notamment, une diminution de
60 % de 'ARNmM de NF-L était rapportée dans lesanetirones des patients atteints de SLA
(Bergeron et al, 1994). Une telle réduction deyiattsese des NF pourrait entrainer une plus
grande fragilité des axones et une diminution de ¢alibre. En outre, il est possible que la
réduction de la synthese de NF-L dans la SLA, peant la stoechiométrie, pourrait

contribuer a la formation de dépots de NF.

De plus, des modifications post-traductionnellegoémphosphorylation) qui peuvent
influencer la formation des NF et conduire au bifgcalu transport axonal des NF, ont été
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évoquées. En général, dans plusieurs types newpnas NF phosphorylés sont
exclusivement présents dans les axones et lesitlendiu cours de la SLA, on note la
présence de NF phosphorylés dans les corps cedisildes motoneurones (Rao et al., 1995).
Cependant, des travaux récents montrent que cgperghosphorylation est un phénomene
secondaire lié a 'accumulation des NF décrite eay@nt (Strong et al., 2001). Toutefois, il a
également été montré dans les souris SOD que bgpterphosphorylation pourrait étre
consécutive a une dérégulation de la cdk5 (« cydipendant kinase 5 ») (Patzke et al.,
2002 ; Nguyen et al, 2003).

Des travaux plus récents mettent en évidence le diline autre protéine du
cytosquelette de 57 kDa, la périphérine, qui comle® neurofilaments fait partie des
filaments intermédiaires neuronaux. La surexpressie cette protéine chez des souris
entraine la mort sélective des motoneurones (Baagt al., 1999). De plus, son expression
est augmentée de 300% aprés une lésion du netfgeeiaTroy et al., 1990) alors que
I'expression des 3 sous-unités des neurofilamentsinde (Muma et al., 1990). La
surexpression de la périphérine va entrainer landtion d’inclusions de filament
intermédiaire au niveau du périkaryon et de l'ax@®s neurones moteurs comme ceux

retrouvés au cours de la SLA (Robertson et al.2200

1.4 Autoimmunité

En plus des hypotheses précédentes, il existe mneoix arguments pour penser que
des dysfonctionnements du systeme immunitaire ibornt au processus dégénératif
motoneuronal. Cette hypothése repose sur la deéteetn immunohistochimie de dépbts
d'immunoglobulines (lg) de la classe des Ig G dassnotoneurones de malades (Engelhardt
et Appel, 1990 ; Fishman et Drachman, 1995). Ds,dks sérums de SLA ou leur fraction
immunoglobuliniquey sont toxiques pour les neuronesvitro (Wolfgram et Myers, 1973 ;
Alexianu et al, 1994). Enfin, la fréequence élev8g thonoclonales dans 60 % des sérums de
SLA pourrait révéler également un dysfonctionnentknsysteme immunitaire (Duarte et al,
1991).
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Les données expérimentales sont également en fal@urmécanisme autoimmun.
Des modeéles animaux reproduisant la maladie orl#tnus aprés immunisation de cobayes
avec des neurones moteurs de moelle épiniére b@imgelhardt et al, 1989Le modele a
mis en évidence que l'immunisation spécifique danix avec des motoneurones pouvait
reproduire un équivalent de maladie humaine, caraée par une destruction motoneuronale
associée a la présence d'anticorps spécifiquenegésicontre les neurones moteurs, a des
dépodts d'lg G au niveau des jonctions neuromugeglat des motoneurondans la moelle
épiniere mis en évidence par immunohistochimie. Desgleles expérimentaux murins de
cette maladie ont aussi été obtenus par le transéessif de sérums de SLA (Appel, et al,
1991). Plus récemment, il a été montré que l'ingech des souris d’lg G, extraites de sérums
de malades atteints de SLA, permet de reprodugeat®malies ultrastructurales observées
dans les motoneurones au cours de la SLA avec, udre,oun augmentation de la
concentration calcique intracellulaire, prouvanedeas Ig G présentes dans les sérums de
malades ont un effet cytoxique sur les motoneur@eblen et al., 2000).

Les spécificités fines ainsi que les mécanismesogg@niques de ces autoanticorps ne
sont pas actuellement parfaitement définis. Coracdria cible antigénique, des autoanticorps
anti-glycosphingolipides, dirigés soit contre lengkoside GM1 (Li et Pestronk, 1991) soit
contre le sulfoglucuronyl-paragloboside (Ben You@é&&nnoufi et al, 1995), ont été détectés
dans 4 a 6 % des cas de SLA sporadiques (Sandals1®93). Par ailleurs, des titres éleves
d'anticorps anti-GM1 ont été détectés dans 5 a te¥sérums de SLA (Pestronk, 1991).

D'autres spécificités d’'autoanticorps ont été désyinotamment des IgG dirigées
contre les canaux calciques voltage-dépendantss-unité L) de la jonction neuro-musculaire
(Kimura et al, 1994).Ces anticorps ont été détectés par ELISA (« Enzymked
immunosorbent assay ») dans le sérum de 75 % dadesahtteints de SLA (Smith et al,
1992, Offen et al., 1998). De plus, ces IgG antiac calciques étaient cytotoxiques pour
une lignée murine de cellules hybrides neuroblassgmotoneuronales (Smith et al, 1994).
Enfin, des autoanticorps d’isotype, dirigés contre les neurofilaments sont détectés @&

% des sérums de SLA sporadiques (Couratier ef8B)1

Bien qu'un grand nombre d'études soutiennent liwgse autoimmune dans la
pathogénie de la SLA, les traitements immunosuggeesu immunomodulateurs testés a ce
jour n'ont pas fait la preuve de leur efficaciténglacette maladie, qu'il s'agisse de
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corticothérapie par voie intrathécale, de plasmagdes (Olarte et al, 1980), de traitements
par cyclophosphamide (Smith et al, 1994), cyclosigo(Appel et al, 1988) ou d'lg par voie
intra-veineuse (Dalakas et al, 1994). Deux hypabéiecoulent donc de ces données : les
désordres immunitaires pourraient étre précocesdatteurs de la perte motoneuronale mais
inaccessibles a I'effet des traitements immunonateuis classiques (Drachman et al, 1994) ;
ou la réponse autoimmune est une réponse secondaides lésions motoneuronales

primitives, relevant d'un autre mécanisme.

Des travaux récents ont cependant également mivielence le réle du récepteur
pour le fragment constant des Ig G dans la patimldg la SLA. Celui-ci permettrait, au
niveau des synapses, l'internalisation des IgGnpddisjues dans les motoneurones. Ces Ig
serait alors transportées de facon rétrograde \aaunidu corps cellulaire motoneuronal ou
elles stimuleraient alors 'augmentation du calciumtracellulaire entrainant un processus
neurotoxique (Obal et al., 2002) ainsi que le gage d’acétylcholine au niveau de la
terminaison axonale (Mohamed et al., 2002).

15 Réle de I'apoptose dans la SLA

La mort neuronale intervient au cours du vieillimsat normal. Cependant elle peut
avoir lieu de facon pathologique dans les maladesodégénératives telles que la maladie
d'Alzheimer, la maladie de Parkinson et la SLA. @edadies sont caractérisées par la perte
de sous-populations spécifiques de neurones. leed’dh déficit en facteurs trophiques a été
évoqué comme étiologie possible de ces maladies.ni&canismes conduisant a la mort
neuronale peuvent dépendre de phénomeénes de nétrabapoptose, comme cela a été
démontré dans un modeéle excitotoxique (Bonfocd,etd95). La prédominance d'un de ces
deux mécanismes serait sous la dépendance deditdéteet de la durée de I'exposition a ce
facteur toxique (Nath et al, 1998). Plusieurs é&uslgggerent que I'apoptose intervient dans la
mort des motoneurones au cours de la SLA (Alexahial, 1994 ; Yoshiyama et al, 1994 ;
Troost et al, 1995).

Le role de l'apoptose dans les maladies neurodegésss fait I'objet d'un important

débat. Ainsi, I'apoptose a été détectée par TUNELefminal deoxynucleotide transferase-
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mediated dUTP Nick-End Labeling ») sur des tispast-mortem au cours de la maladie
d'Alzheimer et de la SLA (Troost et al, 1995). Ioderde I'apoptose dans la dégénérescence
neuronale a été argumenté par les données expé&isgemettant en évidence une induction
d'apoptose neuronale par des sérums de maladetadei SLA (Alexianu et al, 1994). Par
ailleurs, il a été montré que les auto-anticorp-Ganaux calciques entrainaient I'apoptose
d'une lignée de motoneurones (Alexianu et al, 199M1is récemment, Martin et al. (1999) ont
montré, au niveau de la corne antérieure de laleéplniere et du cortex moteur de malades
atteints de SLA, la présence d’apoptose, détectsedps criteres morphologiques et la

fragmentation de I'’'ADN, ainsi que l'activation dedaspase-8.

Les derniéres études soutiennent I'nypothese qpeptose jouerait un réle dans le
processus de la mort neuronale au cours de la $1atgon, 2000 ; Sathasivam et al., 2001)
et suggerent I'implication de la protéine pro-apdigue anti-tumorale p53 qui est

surrexprimée dans les neurones moteurs et lecgssoau cours de la SLA (Martin, 2000).
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MATERIELS ET METHODES

A Conditions de cultures cellulaires

1.1 Lignées humaines

111 Lignée lymphocytaire T Jurkat

La lignée lymphocytaire T Jurkat est une lignédutaite dont les cellules poussent en
suspension. Elles a été entretenue en flasques def7dans du milieu RPMI 1640 (Gibco,
Paisley, UK) supplémenté avec 10 % de sérum de feetal (Seromed, Berlin, Allemagne)
décomplémenté (SVFd) par 30 minutes de chauffé&&#f@, 2 mM de L-glutamine, 50 Ul /
ml de pénicilline, 5Qug / ml de streptomycine et 0,1 % de fungizone (Gjbtes cultures

étaient maintenues a 37°C dans un incubateur sBu€8», en atmosphere humide (95 %).

1.1.2 Lignée neuroblastique SH-SY5Y

La lignée SH-SY5Y est une lignée neuroblastiquaassu sous-clonage de la lignée
hétérogéne SK-N-SH (Muller et al., 1988). Elle & éultivée dans le méme milieu que la
lignée Jurkat additionné de 10 % de pyruvate deusodGibco). Comme il s’agit d’'une
lignée adhérente, le réensemencement des cellélgsssite un traitement par 0,25 % de
trypsine (Gibco) pendant 10 minutes a 37°C. Apnegtivation de I'enzyme par addition de
milieu supplémenté en SVF, les cellules sont clerggies a 100 g pendant 10 min, puis
ensemencees a différentes densités selon les mgudations (comme décrit dans le chapitre

suivant) et maintenue en culture pendant au mojogr8 avant toute expérimentation.

1.1.3 Ensemencement des lignées
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- 2 x 10 cellules par puits dans les chambres de cultuBepaits (Lab-Tek, Nunc,
VWR, France) pour les marquages en immunofluorescerdirecte et les études d’apoptose
par TUNEL.

- 10" cellules par puits dans les plaques de 96 puitan¢N pour les tests
immunoenzymatiques d'étude de l'apoptose par Eldfdptose (Méthode de dosage des

cellules apoptotiques par dosage des nucléosorhddemintra-cytoplasmiques).

- 10 cellules dans les flasques de 75 atans du milieu RPMI 1640 pour I'entretien

des cellules ou les cultures réalisées pour extrade protéines.

1.2 Cultures primaires de systeme nerveux central

1.2.1 Cultures mixtes de cerveaux et de moelles épinazaat

Des rates a 16 jours de gestation, période a leqdébute la différenciation neurale
chez le rat, sont sacrifiées et les embryons péslekes cultures sont réalisées a partir de
cerveaux ou de moelles épiniéres prélevées suaiggoetaux a 16 jours de gestation (E16).

Les conditions de culture sont adaptées de cefldaddieu et al. (1986).

Le cerveau ou la moelle épiniére de chaque feetuprékevé stérilement sous loupe
binoculaire, puis disséqué dans du milieu basaEagle avec sels de Earles (MBE) (Life
technology, France). Les méninges sont retirées afe limiter la contamination
fibroblastique. Les prélévements sont ensuite fExgas avec des ciseaux puis dissociés par
incubation avec 0.25 % de trypsine a 37°C penddhtniinutes. La dissociation est
interrompue par I'adjonction de SVFd contenu dansnilieu de culture. Il s’agit de MBE
supplémenté par 10 % de SVFd, 6 g/l de glucosan(®ig2,5 g/l de bicarbonate de sodium
(Sigma), 1 % de glutamine, 1 % de pénicilline-divegcine et 0.1 % fungizone. Les cellules
sont sédimentées par centrifugation (800 g pentdmiinutes). Le culot est alors repris dans
du MBE supplémenté puis homogénéisé pour compielfdaire a la cellule de Malassez.

Environ 3.18 cellules sont ensemencées dans des puits de l4lendiamétre. I
s’agit soit de plaques 24 puits (Nunc) dans lesjoeal été déposées des lamelles de verre

préalablement stérilisées et recouvertes de cola¢@albiochem, San Diego, CA) ; soit des
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chambres de culture a 4 puits en verre, égalemneentivertes de collagéne. Les cultures sont
maintenues a 37°C et 5 % de £€h atmosphére humide. La totalité du milieu déucelest
changée au®?®jour de culture pour éliminer les débris celliaipuis le milieu est renouvelé
par moitié tous les 3 jours. Les divisions celldai rapides (astrocytes, fibroblastes) sont
bloquées par I'addition de 2 de cytosine-arabinoside (Sigma, Saint Louis, M@hdant

24 h au début de la confluence cellulaire, enseSi& et 7™ jours de culture (Jauberteau et
al., 1993).

1.2.2 Cultures de neurones humains

Les cultures primaires de neurones humains sotisééa avec des cerveaux et des
moelles épinieres de foetus humains agés de 9 sesnmisus d’interruption volontaire de
grossesse par aspiration. Ces travaux suivenetges du comité d’éthique national francais
et ont été approuveés par le comité d’éthique regide I'hopital universitaire de Limoges (n°
89-11 et 95.01.01). Pour chaque culture, les @dlgbrticales ou spinales issues de 3 foetus

sont rassemblées.

Le cerveau et la moelle épiniére de chaque feetusl@wtifié sous loupe binoculaire
selon des criteres morphologiques. Apres retrat méninges, ils sont ensuite disséqués
stérilement puis dissociés selon les conditionscquéntes. Les cellules sont ensuite
ressuspendues dans du milieu de culture complét, gnsemencées dans des chambres de
culture & 4 puits en verre recouvertes de collagére 5.10cellules par puits.

Les cultures sont maintenues a 37°C et 5 % dgdbdtmosphere humide. La totalité
du milieu de culture est changée &li®dour de culture pour éliminer les débris celludair
puis le milieu est renouvelé par moitié tous lepo@ds. Les divisions cellulaires rapides
(astrocytes, fibroblastes) sont bloquées par l@adi de cytosine-arabinoside dans les

conditions décrites précédemment.

Al Sérums humains
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Les sérums humains ont été prélevés avec le cament éclairé des personnes et

conservés a —80°C jusqu’a leur utilisation.

Nous avons utilisé au cours de cette étude 31 seflimhommes et 14 femmes) de
malades atteints de SLA sporadique (Brooks etl@P4) dont la moyenne d’age au moment
du prélevement était de 64 ans. Nous avons égateshedié 33 sérums (13 hommes et 20
femmes) de contrbles sains qui proviennent du eeafgrtransfusion sanguine (CTS) dont la
moyenne d’age au moment du prélevement était deddts. Nous avons aussi testé, a titre de
contrdle neurologique, 27 sérums de malades ateiemtmaladie d‘Alzheimer 6 sérums de
patients souffrant d’'une paraplégie post-traumatisurvenue dans les 3 a 6 mois précédant le

prélevement.

Les taux d’anticorps anti-glycosphingolipides oté déterminés dans le laboratoire
d’Immunologie du CHU de Limoges (Jauberteau etl®190). Tous les sérums, de controles
sains et de malades, sont négatifs afin d’écaggesyndromes moteurs apparentés a la SLA
(neuropathies motrices a blocs de conduction).

Al Dosage du FasL soluble dans les sérums humains

Le taux de FasL soluble a été déterminé dans lesnséhumains a l'aide d’un test
ELISA commercial (soluble FasL ELISA Kit, Diaclon®esancon, France) suivant les

instructions du fournisseur.

Le dosage du FasL dans les sérums normaux a ké abmme référence. Un taux de
FasL, dans les sérums de SLA, supérieur a la meydearmcelui des sérums contrble sains plus

2 déviations standards a été considéré commefpositi
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AV Conditions de stimulation des cellules

V.1 Etude de I'apoptose induite par les sérums hungans les cellules de
la lignée neuroblastique humaine ou des culturiesgimes de cerveaux et

de moelles épinieres de rat

Afin d’étudier les mécanismes de la mort neuroiadeite par les sérums de SLA, les
cultures primaire de cerveaux et de moelles émni¢le rats ont été incubées pendant 24h

avec les sérums (malades ou contrdles) diluésl&@udans le milieu de culture.

L’effet apoptotique des sérums (malades ou corgy@eégalement été étudié sur les
cellules de la lignée neuroblastigue SH-SY5Y amngsosition pendant 48h ou 72h a ces
sérums dilués au 1/10.

V.2 Etude de I'apoptose induite par la voie Fas damsddlules des lignées

humaines ou des cultures primaires de SNC muitiiiain

Le role de Fas dans I'apoptose a été étudié emamtues cellules des lignées ou des
cultures primaires avec différents inducteurs ohbibibeurs de la voie de Fas dans les

conditions décrites dans le tableau suivant.
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Nom Nature Concentration| Fournisseur
finale
Z-IETD-FMK inhibiteur irréversible de la 50 uM Calbiochem
caspase-8
Z-DEVD-FMK inhibiteur irréversible de la 50 uM Calbiochem
caspase-3
B-G34 IgG1 de souris anti-Fas 100 pg/ml Diaclone
Sans effet sur les lymphocytes
humains
B-G27 IgG2a de souris anti-Fas 100 pg/ml Diaclone
Agoniste de Fas sur les
lymphocytes humains
B-D29 IgG1 de souris anti-Fas 100 pg/ml Diaclone
Antagoniste de Fas sur les
lymphocytes humains
B-K14 IgG1 de souris anti-Fas 100 pg/ml Diaclone
Soluble FasL protéine recombinante humaine 20 ng/ ml Diaclone
surnageant de cellules COS
sFasL « Super Fas ligand » humain 20 ng / ml Alexis
recombinant Biochemicals

Tableau |. Activateurs et inhibiteurs de la voie Fas
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V Séparation des cellules par la technique de fractmement

par couplage flux - force de sédimentation (SAFFF)

V.1 Principe de la SAFFF

La SAFFF permet en un temps limité, sans marquaéelgble, et en respectant
l'intégrité cellulaire, de séparer des celluleséragenes en fonction de leurs différentes
propriétés physico-chimiques : taille, densitéogirfe. Ainsi, a densité égale, les particules de

plus grande taille seront éluées avant les paetscdé plus faible diametre.

Les conditions de séparation (force du champ eetexppliqué et flux de phase
mobile) doivent étre déterminées spécifiquementsdaos conditions. Le respect de la
viabilité cellulaire de cette technique a été mémtn cours de I'étude de I'élution de différents
types cellulaires tels que des fibroblastes deyslechoroides de moutons ou des cellules
neurales de cerveaux d'embryons de rat. Aucun iasernent spécifique de la mortalité

cellulaire n'a été détecté apres élution en SAFFF.

Cette technique a été réalisée par le Dr S. Bakhms le laboratoire de Chimie

Analytique et Bromatologie du Pr P. Cardot a lauftgécde Pharmacie de Limoges.

V.2 Préparation des cellules

Le systéeme de séparation est décontaminé par umgorsoa 3 % d'hypochlorite de
sodium, suivi d'un rincage durant une nuit par'eleul distillée stérile et apyrogene. Quelques
heures avant utilisation, cette phase mobile esplacée par une solution de PBS stérile
additionné de 50 Ul / ml de pénicilline, $@ / ml de streptomycine et 0,1 % de fungizone
(PBSa).

Les cellules de la lignée neuroblastique SH-SY5Yé&bé lavées une fois avec du PBS
stérile, puis séparées par un solution de 0,25 %rysine (Gibco) en PBS pendant 10

minutes a 37°C. La trypsine est inactivée par dadfion de milieu de culture complet

63



contenant du SVFd. Les cellules sont alors lavéés nrgmises en suspension dans du PBSa.
Une fraction est prélevée pour une numérationcellale de Malassez. La viabilité cellulaire
est réalisée par la méthode d’exclusion au blepatryajouté a la suspension cellulaire, a la
concentration finale de 0,1 % ; les cellules casrén bleu sont considérées comme mortes.
La concentration cellulaire est ajustée a la comatian finale de 1Dcellules viables / ml.
Cette suspension cellulaire constitue la populatietulaire totale des cellules SH-SY5Y
(PT).

VI Etudes immunocytochimiques et immunohistochimiques

par immunofluorescence indirecte

L’expression des protéines dans les cellules ae¢téerchée par immunofluorescence
indirecte (IFI) dans les différentes lignées cealiwds, dans les cultures mixtes de SNC
murines et humaines ou bien sur des coupes higoleg) de cerveaux et de moelles

épiniéres.

La technigue du double-marquage en immunofluorescega permettre d’'une part, de
rechercher la co-expression de deux protéinendiss dans les cellules. D’autre part, dans
les cultures mixtes neurales, I'lFI permet de wérila présence d’autoanticorps dirigés contre
des constituants du systéme nerveux dans les sdrumains ou I'expression de protéine a

I'aide d’'un premier marquage, tout en identifiagg types cellulaires a I'aide du second.

VI.1 Fixation des cellules en culture

Apres un lavage en PBS, les cellules sont fixéegc aune solution de
paraformaldéhyde a 4 % en PBS pendant 30 minuts@érature ambiante (TA) puis lavées
3 fois en PBS. Les cellules non adhérentes degteédi lymphocytaire T Jurkat sont alors
fixées rapidement par séchage sur une lame en petneimmunofluorescence a 16 puits,
recouverte de poly-D-Lysine (Sigma). Pour la débect’antigene intracellulaire, les cellules
sont perméabilisées par une solution a 90 % d’'élhglacial pendant 1 minute et lavées 3
fois en PBS ; ou bien par une solution a 10 % dentrX100 en PBS pour la détection

d’apoptose par la méthode TUNEL.
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V1.2 Préparation des coupes de tissus

Cette technique a permis de détecter et caraaté&iseniveau des constituants du
systeme nerveux central la réactivité des sérunpatients atteints de SLA et I'expression de

la protéine Fas.

Pour I'étude du systeme nerveux central murin,nbeglles épinieres de rats adultes
ont été prélevées apres dissection du rachis ppidament congelées dans I'azote liquide.
Des coupes transverses deuh sont réalisées au cryostat et fixées pendant ihOtes a

I'acétone glacial.

Pour I'étude du systeme nerveux central humaingtgeau et la moelle épiniére d’'un
embryon humain agé de 10 semaines, obtenu aprémtamauption non-thérapeutique de
grossesse, ont été préleves puis rapidement cengel®B0°C. Des coupes de fgh sont

réalisées dans le plan sagittal pour les hémisphg&gesbraux et transversal pour la moelle
épiniére dorsale.

Les cryosections sont collectées sur des lamesrfeagiéPlus slides (Menzel-Glazer,
Freiburg, Allemagne), séchées a lair libre puisnsmvées a -80°C pour les études

immunohistochimiques.

V1.3 Anticorps primaires

Une étape de saturation visant a bloquer les dédxation non spécifique est réalisée
par I'incubation des lames avec une solution satarde sérum d’agneau normal (SAN) a 10
% dans du PBS pendant 30 minutes a TA.

Les cellules sont ensuite incubées avec un (simmequage) ou deux (double

marquage) anticorps primaires pendant 2 heures.a TA

Un contrble isotypique est systématiquement effegiour chaque anticorps primaire,
avec selon les cas, des immmunoglobulines irretegalyG1l ou 1gG2a purifiées chez la

souris (Immunotech, France).
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VI1.3.1 Détection des réactivités d'autoanticorps sérigwes la lignée neuroblastique

Pour la détection d’autoanticorps dans les séruenmalades atteints de SLA ou de
contrles normaux et neurologiques, les cellulgsétd incubées avec ces sérums dilués au

1/100 dans la solution saturante, pendant troisdsedutempérature ambiante.

VI1.3.2 Détection spécifique d’antigene cellulaire

La liste des anticorps primaires utilisés au calescette étude, leur spécificité, leur

dilution et leur fournisseur sont indiqués dantatdeau suivant (tableau II).

Apreés incubation avec l'anticorps primaire, ledudek sont lavées 3 fois dans du PBS.
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Nom Antigéne Héte Isotype Couplage Dilution Fourniseur Propriété
SMI-32 NF-H souris lg G1 1/1000 Affiniti, Mamhead, Marqueur des
UK neurones moteurs
(200 kDa)
non
phosphorylé
B-G27 Fas humain souris 19G2a Aucun 1/50 Diaclone
Besancon
FITC 1/5 France
Phycoérythring 1/5
B-D29 Fas humain souris IgG1 1/50 Diaclone
B-G30 Fas humain souris IgG1 1/50 Diaclone
B-G34 Fas humain souris IgG1 1/50 Diaclone
Anti-AchE Enzyme Lapin P 1/50 Santa Cruz Marqueur des
acétylcholine Biotechnology neurones
estérase cholinergiques
Anti-GFAP | Protéine gliale lapin P 1/100 Dako Marqueur des
fibrilliaire astrocytes
acide Glostrup Danemar
Ki-M7 CD-68 souris IgG1 1/100 Dako Marqueur des
cellules
microgliales
NN18 NF-M souris lg G1 1/100 Dako Marqueur des
cellules
(160 kDa) neuronales
2F11 NF-L souris lg G1 1/50 Dako Marqueur deg
cellules
(68 kDa) neuronales
NKH-1 N-CAM souris IgG1 Phycoérythrine 1/5 Dako Coulter,
Fullerton, CA,
USA

* P: polyclonal

Tableau Il. Tableau des anticorps primaires utilisés en immunoéscence indirecte.
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V1.4 Anticorps secondaires

Les cellules sont incubées avec I'anticorps sedomgeendant 30 minutes a TA. Le
type d’anticorps secondaire utilisé dépend de Eespet de l'isotype de I'anticorps primaire
(tableau précédent). Pour chaque expérience, habsale fixation non spécifique de
I'anticorps secondaire est testée avec des celldlasexposées préalablement a un anticorps
de premiere couche.

Les anticorps secondaires sont couplés a la floémes ou a la rhodamine pour les
études en double-marquage. Pour les études ré&absémicroscopie confocale, les anticorps

secondaires sont couplés a un conjugué Alexa H8drou 488.

Un des anticorps secondaires est parfois couplé hidtine pour permettre une
amplification du signal au cours d’'une étape suppldtaire d’'incubation (30 minutes a TA)
avec un complexe streptavidine-FITC (1/200 en PB&ko, Glostrup, Danemark) ou
streptavidine-phycoérythrine (1/200 en PBS, Immaeadot Marseille, France) ou
streptavidine-Alexafluor 594 (1/2000, Molecular Bes, Leiden, Netherlands).

La liste des anticorps secondaires utilisés esfjudd dans le tableau lll.

Apres 3 lavages dans du PBS et un rincage raplitaa les cellules sont montées
entre lame et lamelle dans une solution de glyegdtitine (Gibco) et observées au
microscope a fluorescence (Zeiss) ou en microsaapiéocale (Zeiss, LSM510).
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SPECIFICITE | HOTE |CONJUGUE | FOURNISSEUR | DILUTION
Ig totales de | Chevre Biotine Dako 1/500
lapin
Ig totales Chévre Biotine Amersham 1/1000
humaines (Les Ulis, France)
Ig totales de | Lapin Rhodamine Dako 1/200
souris
Ilg G1 de souris| Chevre Biotine The Binding Site  1/100
(Grenoble, France
Ilg G2a de souris Chevre Biotine The Binding Site 1/100
lg G1 de souris| Chevre FITC Southern 1/100
Biotechnology
(Birmingham, UK)
Ig totales de | Lapin FITC Dako 1/200
souris
Ig totales de | Chevre| Alexa Fluor| Molecular Probes| 1/2000
souris 488 Leiden, Netherlands
Ig totales de | Chévre| Alexa Fluor| Molecular Probes 1/2000
souris 594
Ig totales de | Chevre| Alexa Fluor| Molecular Probes 1/2000
lapin 488
Ig totales de | Chévre| Alexa Fluor| Molecular Probes 1/2000
lapin 594

Tableau Ill. Anticorps secondaires utilisés en immunofluoreseendirecte.

VI

VL1

Détection de I'apoptose

Détection par la méthode TUNEL
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La présence d’apoptose est évaluée par la méthotiEL selon les instructions du
fournisseur (Promega, Charbonniéeres, France ou rBagehn, Mannheim, Allemagne). Les
cellules sont fixées et perméabilisées comme daarpirécédent. Elles sont alors incubées 1
heure a 37°C avec une solution de polymeres nudigoés conjugués a la fluorescéine
contenant la terminale deoxynucléotidyl transférgaeva catalyser leur polymérisation a
I'extremité 3'OH libre des brins d’ADN générés aaucs de l'apoptose. La réaction est
arrétée par l'incubation pendant 5 minute dansaohation de citrate de sodium 2X puis les

cellules sont lavées en PBS.

Pour les études réalisées sur les lignées cedslaitne contre-coloration au bleu-
Evans pendant 5 minutes permet de colorer I'ensehis cellules qui sont ensuite lavées et

montées entre lame et lamelle comme décrit précéen

Pour les cultures mixtes de SNC murin et humais, dellules en apoptose sont
identifiées par un marquage en IFl, réalisé avannarquage TUNEL, dans les conditions
décrites précédemment. Afin de vérifier la spéitéiclu double-marquage TUNEL et SMI-
32, un anticorps irrelevant anti-GFAP spécifiqus dstrocytes sera utilisé comme contrdle
négatif du double-marquage en immunofluorescenos g mémes conditions.

Les cellules en apoptose sont alors comptée (angrbichamps et 150 cellules par

essais) sous un microscope a fluorescence (Zeiss).

VII.2  Détection de la libération des nucléosomes soluplas ELISA-

apoptose.

La présence d’apoptose a également été évaluédgwmlignées neuroblastiques SH-
SY5Y et lymphocytaires T Jurkat par le dosage det&osomes solubles générés au cours de
I'apoptose. Ce dosage a éteé réalisé par ELISA debomstructions du fournisseur (« ELISA-

cell death » ; Boehringer).

L’index apoptotique des cellules est déterminéaction de chacune des conditions
par rapport a I'état basal, ou il est arbitrairemixeé a 1. Chaque expérimentation a été

réalisée au moins 3 fois avec 2 essais distinais gdmacune.
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VIl Détection d'autoanticorps anti-Fas sériques par ELFA

VIIl.L1 Recherche d’autoanticorps anti-Fas dans des sdrumains de SLA

et contrbles

La recherche d'autoanticorps dans les sérumsraaiieée par la méthode ELISAu
moyen de plaques de microtitration a 96 puits daehgsensibilité (Maxisorp, Nunc, Roksilde,

Danemark).

La sensibilisation des plagues a été réalisée &0eng par puits de la protéine Fas
humaine recombinante (FsBM, Pharmingen) diluée dans 5@ de tampon carbonate-
bicarbonate 0,1 M, pH 9,2 pendant une nuit a 4°€s puits contrdles, comportant du PBS
sans antigene, permettaient de mesurer les fsation spécifiques des sérums. Apres lavage
en PBS - 0,01 % de Tween-20, les sites de fixatmmspécifiques étaient bloqués par 00
par puits d'une solution de PBS comportant 3 %bdfaline bovine (BSA) pendant 2 heures a
37°C.

Les sérums de malades ou de contrdles, diluéd 40A dans une solution de PBS-1,5
% BSA ont été incubés pendant une nuit a 4°C sguatian lente. Chaque sérum a été testé
au niveau de 2 puits sensibilisés (pour détermmeensité optique (DO) avec I'antigene) et
de 2 puits dépourvus d’antigene (pour détermindd@des fixations non spécifiques) afin
d'évaluer la DO corrigée (DO des puits sensibilésc I'antigene - DO des fixations non
spécifiqgues). Comme contréle positif, 'anticorpgidas B-G27 a été utilisé dans les méme

conditions.

Aprées 6 lavages en PBS, un antisérum de chevrdgattiales humaines biotinylé
(1/2000, Amersham) dilué dans du PBS est ajoutdgrerih a 37°C. L'isotype des anticorps
a été determiné pour les sérums positifs par désogms monospécifiques d’lg humaines,
anti44 ou antiy (1 / 10 000, Immunotech). Puis, aprés 6 lavage$BS, un complexe
streptavidine-péroxydase (Amersham) dilué au 1/1@&@s du PBS est ajouté pendant 30
minutes a 37°C. L'anticorps monoclonal B-G27 aréwelé avec antiserum de chévre anti-

souris couplé a la peroxydase (1/1000, Dako) desxsnEmes conditions.
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La réaction colorimétrique est ensuite dévelopggésalavages, par I'addition de 100
pl d'une solution a 0,4 % d'orthophénylenediamingnt@), 0,012 % d'bD, en tampon
citrate 17mM-phosphate de sodium 65 mM, pH6, pendi&minutes a I'obscurité et a TA.
La réaction est stoppée par addition deub@'acide sulfurigue 8NLes DO sont lues a 492
nm. Les résultats sont exprimés en DO corrigées glmague sérum. La positivité des sérums
testés a été déterminée comme étant supérieurenaylenne + 2 écart-types des valeurs de

DO corrigées avec les sérums de sujets sains.

VIIl.2 Recherche d’autoanticorps anti-Fas dans des sérdenssouris

immunisées par la protéine Fas purifiee

Pour la recherche d’autoanticorps anti-Fas dansdasms de souris immunisées par

Fas, le protocole précédent a été adapté.

Ainsi, les plagues ont été sensibilisées avec 50pag puits de protéine Fas
immunopurifiee (voir chapitre X.2.) a partir de rfi&es lymphocytaire (Jurkat) ou
neuroblastique (SH-SY5Y).

Le sang des souris contrbles ou immunisées avecol@ine Fas a été prélevé par
ponction du sinus veineux orbital. Le sérum a @&t&mu par centrifugation 10 minutes a 800

g et utilisé dilué au 1/10. L’anticorps B-G27 dilaé 1/100 est utilisé comme contrdle positif.

Les autoanticorps anti-Fas et B-G27 ont été réygaésin antisérum de chevre anti-lg

totales de souris couplé a la péroxydase (1/108RoPpendant 1 heure a 37°C.

X Analyse des réactivités protéiques en Western-Blartig

La technique de Western Blotting a été utiliséerpou

- Déterminer la présence d’autoanticorps dirigéstreodes protéines cellulaires des
lignées neuroblastique et Jurkat dans les sérumsihs et murins ainsi que dans les ascites

de souris.
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-. Etudier les expressions protéiques.
-. Vérifier la phosphorylation extracellulaire dagpurifié de la lignée Jurkat.

Dans tous les cas, les analyses ont été comparégss anarqueurs de poids
moléculaires couplés a la biotine (Sigma) et I'mbsede fixation non spécifique des
conjugués était contrélée par I'emploi des ante@gcondaires sans anticorps de premiére
couche.

IX.1  Préparation des protéines

IX.1.1 Lysat cellulaire total

Pour les lignées Jurkat et SH-SY5Y, un lavage m@d PBS est effectué. Apres
numération, environ f0cellules sont remises en suspension dansys@@ tampon de lyse
(150 mM NaCl, 1 % NP40, 50mM Tris HCI, 1mM EthyleBéamine Tetraacetique Acide
disodium, 1mM de Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoridejudgml Anti-Protease coktail
(Calbiochem), 1 mM Vanadate, 0.1mM NaF) pendantirtiutes a 4°C. La solution est alors
homogénéisée puis centrifugée a 3000 g pendantid@eas. Le surnageant qui contient les
protéines cellulaires totales est conservé a —20°C.

Pour la réalisation d'un lysat protéique de foiesdaris, le foie d’'une souris normale a
éte lavé abondamment en PBS. Environ 10 mg ordigséciés mécaniquement dans du PBS
puis passés plusieurs fois au travers d’'une aguaid 0,5 mm de diamétre. Les fragments
tissulaires sont éliminés par passage de la suspeas travers d'un tamis cellulaire (VWR).
Les cellules sont alors lavées 3 fois par centafiogn dans du PBS puis ressuspendues dans
le tampon de lyse pendant 10 minutes sur glacéydag cellulaire est alors centrifugé a 3000
g pendant 10 minutes et le surnageant qui consrirotéines cellulaires totales est conservé
a-20°C.

IX.1.2 Dosage de la concentration protéique
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Un dosage de Lowry (Lowry et al., 1951) ou a l'aithen réactif de Bradford (Sigma)
est alors effectué et la concentration en protégstsajustée par du PBS qug/ul pour les

lysats cellulaires totaux et guy/ul pour la protéine Fas immunopurifiée.

IX.2  Séparation des protéines par électrophorese

Les protéines ont été diluées au ¥ dans du tampdaeimmli modifié (1970) adapté
pour les études électrophorétiques [Tris 0,25 Mgp#; SDS (sodium dodécyl sulfate) 4 % ;
glycérol 10 % ; bleu de bromophenol 0,006 %B-ehercaptoethanol 2 %]. Elles ont ensuite

été dénaturées pendant 5 minutes dans un bain anébiellition.

Dans chaque piste sont déposésugdle protéines de lysats cellulaires total, quyl
de protéine Fas humaine recombinante (PharMingerjeoprotéine Fas immunopurifiée a
partir de I'une ou l'autre des lignées. Un marquaeirmasse moléculaire couplé a la biotine
("Biotinylated SDS molecular weight standard miesl, Sigma, Saint Louis, MO) est utilisé

comme référence selon les recommandations du Eaaui.

La séparation protéique était réalisée par mignadéilectrophorétique en gel de poly-
acrylamide avec du sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGEpolyacrylamide gel
electrophoresis »).

Le pourcentage d'acrylamide du gel dépend du poidiculaire de la protéine
recherchée. Ainsi, les protéines ont été séparaesigs électrophoréses realisées avec des
gelsa 7,5 ; 10 et 12 % d'acrylamide sur une haute cm de gel a 0,75 mm d'épaisseur. La
migration se déroule a ampérage constant (20 mAgxdans du tampon de migration (Tris
190 mM, glycine 150 mM, SDS 0,1 % pH 8,5). Un tfarnissur membrane de nitrocellulose
(HAHY 0,45 uM, Millipore, St Quentin-Yvelines, France) est eitseffectué (transfert semi-
sec, Biométra, Polylabo, Strasbourg, France) pantldreure a 1,1 mA dans le tampon de
transfert suivant : Tris 250 mM, glycine 200 mM,tiranol 20 %, pH 8,2.

Apres transfert, les protéines sont colorées ageadonceau pour verifier le transfert

et la qualité de migration.
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Les membranes sont saturées 90 minutes a TA damssalotion de PBS a 3 %

d’albumine bovine sérique (BSA) (Sigma) ou poudéection des agrégats de Fas dans du

PBS contenant 5 % de lait écrémé.

IX.3

Les bandes de nitrocellulose ont ensuite été iresulp&ndant une nuit a 4°C sous

agitation avec l'anticorps primaire. Une bande aetwde contrble sera exposée seulement a

I'anticorps secondaire.

Révélation des études en Western-blot par immunaehi

Les anticorps utilisés en Western-blot sont rass&srdans le tableau V.

Nom

Antigene Héte Dilution Fournisseur Remarque
Clone 13 Fas Ig G1 1/400 Transduction Epitope situé
Laboratories dans la partie
souns extracellulaire
de FAs
C-20 Partie C- Polyclonal 1/200 Santa Cruz Reconnait les
terminale de Fas agrégats de Fa
humain lapin Biotechnology
3D5 Domaine Ig G1 1/500 Alexis Reconnait les
cytoplasmique Biochemicals | agrégats de Fa
de Fas humain souns
D66 B-tubulines Ig Gl souris 1/500 Sigma
MFCD00145889 Actine Ilg G1 souris 1/500 Sigma
G254-274 Fas Ilg Gl souris 1/400 Pharmingen
2F11 NF-L Ig Gl souris 1/100 Dako
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Aprés 6 lavages en PBS, la révélation était effscten utilisant un réactif
chémiluminescent (Abcys, France) selon les indioatidu fournisseur. La réaction était

révélée en exposant la membrane a un film Kodackmat AR (Amersham).

La réaction pouvait également étre développée enbamt les bandes avec une
solution de 5 mg de diaminobenzidine (Sigma) dild&ss 10 ml de PBS et i0de HO, (et

0,03 % de CoGlpour amplifier la coloration).

X Extraction de protéines

X.1 Purification d’'lg G de sérum humain

Les immunoglobulines (principalement les Ig G) préent dans les sérum humains
(malades ou contrble) sont extraites selon leguasons du fournisseur adaptées a nos
conditions. Le sérum (1 ml) est dilué au %2 dan®B&. Il est ensuite incubé avec 0,5 ml de
protéine A couplée a des billes (Proteine A CeranyiperD F, Biosepra, Life Technologies),
sous agitation |égere, pendant 2 heures a tempérambiante pour permettre I'accrochage
des Ig sur les billes de protéine A. La protéinesh ensuite lavée 3 fois par centrifugation
(3000 g, 5 minutes) avec du PBS-500mM NaCl. Lesolgt alors €luées par 2 ml de tampon
citrate pH 2,5 et rapidement transférées dans lume équivalent de tampon Tris-base pH
8,9. Une dialyse (Spectra/pore, 12000 Da, VWR)éalisée pendant une nuit a 4°C contre
du PBS. Les immunoglobulines sont ensuite concestpar centrifugation (vivaspin 5 kDa,
VWR) pour étre ramenées a leur concentration Ieiti@ns le sérum (soit un volume final de

1 ml).

X.2 Immunopurification de la protéine Fas neuroblagtigtilymphocytaire

X.2.1 Préparation de la colonne d’immunopurification @es F

La protéine A couplée a des billes (Proteine A @écaHyperD F, Biosepra, Life

Technologies) est lavée trois fois dans du tampmatb 0,1M pH 8,2. L'accrochage de 150
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pg d’anticorps anti-Fas (B-G27, Diaclone) sur 1 mlhilles de protéine A est réalisé pendant
une nuit a +4°C sous agitation légére. Aprés uadaven tampon borate, puis un lavage en
tampon triethanolamine 0,2 M pH 8,2, I'anticorp$3R7 est bloqué sur les bille de protéine A
par une incubation dans 20 ml de tampon triethamo@ 0.2M avec 15 mM de
diméthylpimelimidate dihydrochloride pH 8,2 penddbt minutes a TA sous agitation lente.
La réaction est arrétée par une incubation dartardpon éthanolamine 0,2 M pH 8,2 durant
5 minutes. Les billes de protéine A couplée a itamps anti-Fas B-G27 sont ensuite lavées 3
fois en tampon borate avant de pouvoir étre uéisée

X.2.2 Extraction de la protéine Fas

Dans un premier temps, un lysat cellulaire totaté@aréalisé selon le protocole décrit
précédemment. Puis, la protéine Fas a été exthaitgsat en incubant celui-ci avec des billes
de protéine A couplée a I'Ac anti-Fas monoclondbB# durant un nuit a +4°C sous agitation
lente. Apres un lavage en PBS-0,1 % NP40 puis wegka en PBS-0,1 % NP40 avec 1M de
NacCl, la protéine Fas est éluée par une solutioglgegne 100 mM pH 2,6 et rapidement
transférée dans un volume équivalent de tamponrbaise pH 8,9. Une dialyse (Spectra/pore,
12000 Da, VWR) est réalisée une nuit a 4°C dansPBS&. La protéine Fas est alors
concentrée par centrifugation (vivaspin 5 kDa, V\WR)r étre ramenée a un volume final de
200 pl.

Xl Etude des phosphorylations extracellulaires de Fasur la

lignée lymphocytaire T Jurkat

X1 Etude de la phosphorylation extracellulaire de Fas

XI.1.1 Stimulation des cellules

Pour les études d’ectophosphorylation, les celldlgkat ont été exposées pendant 2

heures a un inhibiteur d’ectokinase C, soit K252Bu, Calbiochem), soit le peptide
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inhibiteur de PKC 19-36 (2@, Calbiochem). Des cellules non exposées a [iméui

servent de contrble basal.

L'activation du récepteur Fas a été induite pajolin de FasL (20 ng/ml) afin
d’étudier la phosphophorylation extracellulaireFdes apres son agrégation, en présence ou en
absence des inhibiteurs d’ectokinase C, dans lesne®éconditions que décrites

précédemment.

X1.1.2 Incorporation extracellulaire de ffp par Fas

Les cellules lymphocytaires T Jurkat ont été expssiurant 15 minutes a 37° C a 70
uCi de [y-32]ATP puis ensuite lavées 2 fois avec une satutie 1 mM Vanadate et 0,1 mM
NaF dans du PBS (PBSi). Afin de vérifier que lesgihorylations observées sont strictement
extracellulaires, des contréles ont été réalisés das mémes conditions avec en plus de

I'ATP 1nM (Sigma) ou du Pi 1 nM (Sigma) comme cottiteéirs de la phosphorylation.

Les cellules sont alors lysées et la protéine Kamite puis dialysée (Spectra/pore,
12000 Da, VWR) pendant 2h a +4°C dans du PBSi. icdéme Fas extraite est ensuite
concentrée selon les conditions préecédemment de@itconservée a —80°C pour les analyses

en Western-blot.

XI1.2 Etude du regroupement des récepteurs Fas a lasum@mbranaire

Pour les études du réle des ectokinases dans leupmmment membranaire du
récepteur Fas, les cellules Jurkat ont été expabdest 1 heure avec ou sans linhibiteur
d’ectokinase C K252b, en présence ou non de FaBLn2/ ml) pour étudier l'effet de

I'activation du récepteur Fas.

La protéine Fas est identifiée a la surface cetkillpar immunofluorescence indirecte
avec l'anticorps B-G27. La formation de regroupetsenembranaires de Fas a la surface
d’une cellule correspond a la concentration du mnagg observé au microscope confocal sur
une zone égale ou supérieure a 25 % de la suréicéae.
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XI1.3 Réle des ectokinases C dans I'apoptose induité&asr

Les cellules ont été exposées pendant 24 heuresoaveans I'inhibiteur d’ectokinase
C K252b, en présence ou non de FasL (20 ng / miy ptudier I'effet de I'activation du
récepteur Fas.

La présence d’'apoptose a été détectée par la neetHINEL et par ELISA-apoptose

suivant le protocole décrit précédemment.

Xl Immunisation de souris par la protéine Fas neurona et

lymphocytaire

XIl.1  Préparation des protéines

La protéine Fas a été extraite des lignées nestiiplees SH-SY5Y et lymphocytaires

Jurkat par immunopurification suivant le protocdéerit précédemment.

Plusieurs extractions de la protéine Fas ont &ksées pour chacune des lignées et
les protéines ainsi immunopurifiées ont été rasé@esbafin d’obtenir une quantité finale de
200 pg de protéine pour chacune des lignées. La coratemtrfinale en protéine Fas a été
ajustée a 5Qug / ml dans du PBS stérile. La solution protéigee aors filtrée sous hotte

stérile a travers une membrane de u@&bet stockée a —80°C.

La purification des protéines Fas lymphocytairemetroblastiques ainsi extraites a
été vérifiée par Western-blot avec les anticorpseatmnaux anti-Fas clone 13 et c-20 et par
une coloration au bleu de Coomassie. Cette techrpgumet de détecter toutes les protéines
contenues dans un gel de polyacrylamide a la slutge coloration obtenue par immersion
du gel dans la solution de Bleu de Coomassie &0¢h méthanol 50 % et acide acétique 10
%, pendant 30 minutes. Le gel est alors décoloréipa solution de 50 % de méthanol et 10
% d’acide acétique pendant 30 minutes puis la abtor résiduelle du gel est éliminée avec

une solution contenant 7 % de méthanol et 5 % déaacétique pendant une nuit.
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XlI.2 Immunisation des souris

Pour cette étude, 3 lots de 5 souris Swiss femafiéses de 6 semaines ont été utilisés.
Le premier lot a été immunisé avec du PBS stéfile de servir de controle (lot C), le
deuxieme avec la protéine Fas lymphocytaire (lqot dt) le dernier avec la protéine Fas

neuroblastique (lot N).

A chacune des injections, chaque souris a recugl@e protéine Fas (lymphocytaire

ou neuroblastique) ou 2Q0 de PBS stérile, volume équivalent & chacune mjestions.

Pour la premiere injection, la protéine Fas (olPBS) a été dilué au demi dans de

I'adjuvant complet de Freund (Sigma).

7 sz

A 15 jours d’intervalle, une deuxiéme injectionté galisée avec les protéines diluées

au demi dans de I'adjuvant incomplet de Freund.

Une troisieme injection identique a la secondeéaisée 15 jours aprés celle-ci.

XI.3  Etudes physiologiques des souris

Les tests de la cheminée et de la traction nouspentnis d’évaluer le tonus
musculaire et la coordination motrice des souria ale déceler I'apparition d’éventuels
troubles moteurs. lls ont été réalisés tous legoRlis a compter de la date de la derniére

injection immunisante.

XlI.3.1 Test de la cheminée

Les souris ont été placées la téte en bas au famdaglindre de verre. Celui-ci est
alors placé en position verticale. Instinctivememte souris normale remonte vers I'extrémité

supérieure en reculant.
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Tout animal ne possédant pas un tonus musculaireecable ou une coordination

motrice normale ne peut remonter dans le cylindrmeins de 30 secondes.

XI1.3.2 Test de la traction

Les souris ont été suspendues par les pattes eamEsi a une tige métallique
horizontale. Une souris normale effectue immeédiatgnun réetablissement sur ce support. Le
test est positif si les animaux se rétablissennems de 5 secondes. Le test est négatif si les

animaux se rétablissent en plus de 5 sec ou rdfdsesaisir le fil.

Tout animal ne possédant pas un tonus musculameecable ainsi qu’'une bonne
coordination motrice, éprouve des difficultés, weoirest incapable d'effectuer ce

rétablissement.

X Analyse moléculaire de Fas

XIIl.L1  Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La réaction de PCR a été utilisée pour amplifisrtianscrits du récepteur Fas dans les
cellules neuroblastiques SH-SY5Y et lymphocytairekirkat.

L’ARN des cellules a été isolé selon le protocol®WTotal RNA Isolation System »
(Promega, Madison, USA), puis leur quantité évalpgemesure de la densité optique a 260

nm.

L’ADNCc a été obtenu par transcription inverse (RI€)1 ug d’ARN selon le kit « 1st
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) » (Boglger) a I'aide d’amorces polyT.

Pour chaque réaction de PCRul2des ADNc de Fas obtenus a partir des 2 lignées
sont amplifiés suivant le protocole du fournissdarla Taq DNA polymérase (Amersham
Pharmacia biotech, Piscataway, USA) a 'aide d’ppaaeil a PCR (Applied Biosystems gene
Amp, PCR system 2400, Foster City, CA). Deux paifesnorces distinctes ont été choisies
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pour amplifier spécifiqguement 'ADNc de Fas. Lampiere paire (F5 / F6) amplifiait la zone
codant la partie intracellulaire de Fas, et la sdeo(F7 / F8) sa partie extracellulaire. Les

amorces utilisées sont les suivantes :

F5 : ACACCAAGTGCAAAGAGGAAGGAT?®

F6 :*GACCAAGCTTTGGATTTCATTTCTG
Le programme d'amplification qui a été utilisé ptasramorce F5/F6 est le suivant :

[3 min a 94°C] + [40 sec a 94°C + 45 sec a 61°C + 1 min a 7*€]5 min a 72°Cj

F7 :> ATCGTCCAAAAGTGTTAATGCC®
F8 :> ACAAAGCCACCCCAAGTTAGAT®
Le programme d'amplification qui a été utilisé ptasramorces F7/F8 est le suivant :

[3 min a 94°C] + [40 sec a 94°C + 40 sec a 60°C + 1 min a 7*€]5 min a 72°Cj

Comme contréle positif, le méme protocole a étés&avec des amorces spécifiques
de la p-actine (sens: 5-CGTTGACATCCGTAAAGACC-3; antiiz®e : 5-
TCGTACTCCTGCTTGCTGAT-3).

Pour détecter d’éventuelles contaminations, un rédltan contenant uniquement de

I'eau stérile a été utilisé comme contrble.

Les produits de PCR obtenus sont alors analyséelaefiagarose a 2 % en Tris-borate

EDTA et marquage au bromure d’éthidium.

XIIl.2 Clonage et séguencage

Le séquencage a été realisé afin de vérifier laesgzp amplifiée par PCR.
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Les ADNc amplifiés ont été clonés dans le vecteGEMN-T Easy Vector puis
amplifiés dans des bactéries compétentes JIM109 $elprotocole pGEM-T and pGEM-T
Easy Vector Systems (Promega). La purification '@#®N plasmidique contenu dans les
bactéries a été réalisée selon le kit WIZARD plwsMinipreps (Promega). La digestion des
plasmides purifiés par I'enzyme de restrictibeo Rl a permis de vérifier que le fragment

d’intérét a bien été inséré dans le vecteur.

Le séquencage des clones bactériens contenantein des zones codant les parties
intracellulaire ou extracellulaire du récepteur Basé réalisée selon la méthode de Sanger et
al. (1977) et le produit de la réaction de séquastenalysé en électrophoréese capillaire sur
un séquenceur automatique (ABI Prism, Applied Bitsys).
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RESULTATS
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ROLE DE FAS DANS LAPOPTOSE
MOTONEURONALE AU COURS DE LA SLA

Ces résultats ont été publiés (Yi et al., 2000pljpation n°1).

i Les sérums de SLA induisent I'apoptose des cellules
neuroblastiques

Les taux d’apoptose induite par les 31 sérums dadea atteints de SLA avec les
cellules de la lignée neuroblastique étaient sigativement élevés par rapport aux sérums de
contréles sains, avec la méthode TUNEL<(f©,0001 & 48h et g 0,05 a 72h), ou par le
dosage des nucléosomes solubles par ELISA-apofjiese,0001 a 48h et 72h).

Méthode Sérums de SLA | Sérums controles sairjls Ac anti-CD95 (B-G30)
incubation incubation incubation
48h 72h 48h 72h 48h
TUNEL :
% cellules 35+23 52+86 1,1+0,7 1,8%0,9 10
en apoptose
ELISA
index apoptotique 1,7+05 19+1| 08+0,3 09%0 1,6

Figure 12.Détection par TUNEL et ELISA-apoptose de I'apoptoskuite par les sérums
de malades atteints de SLA ou les contrdles sairessal8h ou 72h d’incubation avec

les cellules de la lignée neuroblastique humaine.

Par la méthode TUNEL, 16 sérums de SLA induisaidas taux d’apoptose
significativement élevés par rapport aux sérumscagtroles sains (moyenne des sérums

controles plus 2 déviations standards) avec 5 %celules en apoptose apres 48h
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d’exposition aux sérums et 9 % apreés 72h. De phsslg G extraites du sérum d’'un malade
atteint de SLA qui présentait un taux significathent élevé d’autoanticorps anti-Fas
induisaient I'apoptose des neuroblastes dans dgsogions similaires a celles observées
lorsque les cellules sont exposées avec le sérumalade (8 %). Par ELISA-apoptose, 15
sérums de SLA induisaient I'apoptose des celluetadignée neuroblastique, avec un index
apoptotique de 2,6 apres 48h d’exposition, et @6 &,72h. L’anticorps monoclonal agoniste
anti-Fas B-G30 permet d’induire I'apoptose des oklastes a des taux similaires a ceux

observés avec les sérums de SLA (figure 12).

La combinaison des deux méthodes de détectioragegtose permet d’observer que
23 sérums de malades atteints de SLA induisaiepbptose des cellules neuroblastiques,

bien que seulement 8 de ces sérums soient p@sitfsles deux technique de détection.

Au contraire, parmi les sérums de contrdles negiqles, seuls deux sérums de
malades atteints de la maladie d’Alzheimer indeistisignificativement I'apoptose des
neuroblastes apres 48h d’exposition. Le taux mayapoptose induit par les sérums de
malades atteints de la maladie d’Alzheimer estifioggiivement plus faible que celui des
sérums de SLA (0,96 %0,9, p< 0,0001). Aucune apoptose significative n’est olsempour

les sérums de malades ayant eu un traumatismenaieelée €piniere.

De plus, 8 sérums de SLA qui induisaient I'apoptdss cellules neuroblastiques ont
également été étudiés avec la lignée lymphocyfideirkat. Aucune apoptose significative
induite par ces sérums aprés n'‘a pu étre déteqiées auine exposition de 48h (index
apoptotique = 0,53 0,35 ; p = 0,0001) par comparaison avec I'indexpagptique déterminé

dans les mémes conditions avec la lignée neurdadpiast

Al Détection d’autoanticorps dirigés contre la protéire Fas

dans les sérums de malades atteints de SLA

AL Détection par Western-blot
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Par Western-blotting, avec des lysats protéiqudriex des cellules de la lignée
neuroblastiqgue, on observait un marquage prédomic@mespondant a une protéine de 50
kDa qui était reconnue par tous les sérums de realatieints de SLA sauf deux, contre un
seul des sérums de contrbles sains. Cette propéésentait une mobilité électrophorétique
identique a celle reconnue par un anticorps momatlanti-Fas (Pharmingen) alors que des
anticorps spécifiques de la protéine Fas-L, dg-tabuline et de l'actine marquaient des
protéines de mobilités électrophorétiques difféen(figure 13). En outre, la réactivité des
sérums de malades avec la protéine recombinanteagehumain, testée en parallele par

Western-blotting, a permis de vérifier que les @nfis présents dans les sérums de SLA
reconnaissaient bien la protéine Fas (figure 13).
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Figure 13.Détection d’anticorps anti-Fas dans les sérums déades par Western-
blotting aprés électrophorese en gel de polyacrgam 12 % contenant un lysat de
protéines neuroblastiques (A) ou la protéine Fasdine recombinante (B).

Les bandes sont révélées par un sérum de maladgarown anticorps anti-Fas
monoclonal comme indiqué ci-dessus.
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Al.2 Détection par ELISA

Afin de déterminer 'importance du taux d’anticorusti-Fas présent dans les sérums
des malades atteints de SLA, un ELISA utilisanpratéine Fas humaine recombinante a été
réalisé. Les valeurs sont exprimées en DO corrigéeartir des taux d’anticorps anti-Fas de
'ensemble de nos contrbles normaux, nous avonerm@té un seuil de positivité de
détection des anticorps anti-Fas sériques (moydesd®O corrigées des contrdles normaux +

2 ecarts types).

Des taux significativement élevés d’anticorps &t ont été détectés dans les sérums
de malades (DO = 0,68 0,25) par rapport aux sérums de contréles nornfBx = 0,39+
0,27 ; p = 0,0003) et neurologiques (DO = 440,12 ; p< 0,0001).

Aucun des sérums de contréles neurologiques neemaitt de taux détectable
d’anticorps anti-Fas, y compris les 2 sérums deadwd ayant une maladie d’Alzheimer et qui
induisaient l'apoptose de la lignée neuroblastiq@el contraire, 8 sérums de SLA
présentaient des taux significativement élevéstatarps anti-Fas. De plus, la réactivé anti-
Fas des sérums de SLA corréle avec leur capaditéuire I'apoptose détectée par ELISA-
apoptose apres 48h et 72h d’incubation (respectmém = 0,0057 et p = 0,01). Tous les
sérums de SLA sauf un induisent une apoptose gighife détectée par TUNEL et par
ELISA. Les anticorps anti-Fas sont des IgG et d4. lAucune corrélation significative n’a
put étre établie entre les taux d’autoanticorpsfam et les signes cliniques ou I'évolution de

la maladie.

A Détection de FasL soluble dans les sérums de SLA

Parmi les 29 sérums de SLA testés, un seul contemaaux de FasL soluble (469 pg /
ml) Iégérement supérieur au seuil limite de poséiétabli a 449 pg / ml a partir des sérums
contrdles normaux. Ce sérum induisait I'apoptoseaddlules neuroblastiques et ne contenait

pas de taux significativement élevé d’anticorps-Bas.
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De ce fait, les sérums de SLA ne contenaient pag-atl soluble a des taux

significativement élevés a l'inverse des taux d@rps anti-Fas.

AV Réle pro-apoptotique des anticorps anti-Fas présestdans

les sérums de SLA sur la lignée neuroblastique hunrae

Les inhibiteurs des caspases -8 et -3 bloguaieatuwh I'apoptose des cellules
neuroblastiques induite par les sérums de SLA aglasttaux élevés d’anticorps anti-Fas.
Ainsi, par la méthode ELISA-apoptose, I'index amtigiue moyen de ces sérums apres 48h
d’exposition était de 2,6¥ 0,31 contre 0,2 0,47 et 0,7% 0,32 en présence, respectivement,
des inhibiteurs de la caspase-8 et de la caspaSerime controle positif, les inhibiteurs
bloquaient également de fagon similaire I'apoptdséuite par I'anticorps anti-Fas
monoclonal agoniste B-G30. De fagon intéressangs, iohibiteurs ne modifiaient pas
I'apoptose des cellules neuroblastiques induite2peérums de SLA ne contenant par de taux
élevés d’Ac anti-Fas, ni le faible taux d’apoptobservé en présence des sérums de contréles

normaux.

De plus, la pré-incubation des cellules neuroldasts humaines avec I'Ac anti-Fas
antagoniste B-G34 permettait de diminuer de facgmificative I'effet apoptotique des
sérums de SLA qui contenaient des taux élevé daatitmorps anti-Fas (241,06 contre 4,27
+ 3,76 sans B-G34; x 0,002). Au contraire, B-G34 n’affectait pas l'apmge des
neuroblastes induite par 3 sérums de SLA sans Ad-an (2,82t 1,45 contre 1,7% 0,33; p
>0,5).

AV Réactivité des sérums de SLA avec les cellules

neuroblastiques et les motoneurones de rats

En immunofluorescence indirecte, les sérums de §liAcontenaient des taux élevés

d’autoanticorps anti-Fas marquaient fortement lanbrane d’environ 30 % des cellules
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neuroblastigues humaines. Ces cellules étaienedgalt fortement marquées par I'Ac anti-
Fas B-G27.

Les sérums de SLA ayant des taux d'anticorps agi-Eignificatifs réagissaient
également avec la membrane des neurones dans lleseesprimaires de cerveaux et de
moelles épinieres de rat. Les études réalisées aublal marquage avec I'anticorps
monoclonal SMI-32 ont permis de montrer que cesrsgrde SLA régissaient exclusivement
avec les neurones marqueées par I'Ac SMI-32 (figud¢ du par I'anticorps anti-Fas B-G34
(figure 15).

Aucun marquage n'a été observé avec les conjugogdogés sans anticorps de

premiere couche ni avec les contréles isotypiques.

Figure 14.Mise en évidence de la réactivité d’'un sérum deadwlatteint de SLA (A)
avec des motoneurones identifiés par I'anticorpsionlmnal SMI-32 (B) en double-

marquage dans des cultures primaires de cerveatatsglembryonnaires. (X 200).

Figure 15.Mise en évidence de la réactivité d'un sérum deadehtteint de SLA (A) et
de l'anticorps monoclonal anti-Fas B-G34 (B) enldetmarquage avec des neurones
de cultures primaires de cerveaux de rats embrysg 200).
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VI Expression du récepteur Fas par les motoneurones maos

L’expression d’'une protéine membranaire reconnuel’gaticorps monoclonal anti-
Fas a été recherchée au niveau des neurones deesufhixtes d’encéphale ainsi que de
moelle épiniére de rat E16 avec I'anticorps monoal®B-G27 (IgG2a) directement couplé a
la fluorescéine. Un marquage homogéne de la memphatéressant le corps cellulaire et les
prolongements neuronaux a été observé uniquememiivaau des cellules doublement
marquées par I'anticorps monoclonal SMI-32 (IgGibufe 16).

A

Figure 16.Double-marquage en immunofluorescence indirectengesones de cultures
mixtes d’encéphales de rats E 16 par les antiaop®oclonaux B-G27 et SMI-32.

A : marquage cytoplasmique des motoneurones paid@ps SMI-32 (1/1000) révélé par un
antisérum de chevre anti-lg G1 de souris coupléa abibtine puis par un conjugué
streptavidine-phycoérythrine. B : méme champs, psuimarquage membranaire des méme

cellules par I'anticorps anti-Fas B-G27 couplé #uarescéine. (X 200).
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VI Induction de I'apoptose motoneuronale par la voie @ Fas

dans des cultures mixtes de SNC de rats

Par la méthode TUNEL, nous avons observé que biatan, pendant 24h, avec du
FasL soluble ou un anticorps anti-Fas agoniste {BjKinduisait exclusivement I'apoptose
des neurones marqués par lI'anticorps SMI-32 costeians les cultures mixtes de cerveaux
ou de moelles épinieres de rats. De plus, I'ap@pitoduite par FasL ou par I'anticorps B-K14

était complétement inhibée en présence d’un irdibitle la caspase-8.

Pour contrdler la spécificité du double-marquage $dI-32 et la méthode TUNEL
des neurones en apoptose, I'expérimentation aéétisée avec un anticorps irrelevant anti-
GFAP qui ne marquait que le cytoplasme de cellllENEL négatives, de morphologie

astrocytaire.

De plus, I'effet apoptotique de 17 sérums de Slétéaétudié, dont 7 présentaient des
taux élevés d’anticorps anti-Fas et induisaienpdf@ose des cellules de la lignée
neuroblastique humaine (figure 17). Apres 24h dibation, un marquage TUNEL, restreint
aux neurones marqués par 'Ac SMI-32, était aldrseové pour 9 des 17 sérums. En oultre,
I'apoptose induite par les sérums de SLA était bémgpar 'inhibiteur de la caspase-8 pour

tous sauf deux des sérums de SLA.

Figure 17.Apoptose des motoneurones murins induite par umsée SLA.

L’apoptose induite par un sérum de malade atten$idA (dilution 1/10 pendant 24 heures)
au niveau des neurones moteurs, identifiés parldenbrquage avec I'anticorps SMI-32 (A)

est détectée par la méthode TUNEL (B) dans desreslimixtes d’encéphales de rats E16.
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Au contraire, seuls deux des 16 sérums de contndbemaux testés induisaient
'apoptose de cellules contenues dans les cultareses de SNC de rat et, de plus, le
marquage TUNEL n’était pas restreint aux neuronagjoes par SMI-32 puisque des cellules

de morphologie neuronale mais SMI-32-négativeseBtadétectées apres exposition aux

sérums de sujets normaux.
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IMMUNISATION DE SOURIS PAR LA
PROTEINE FAS HUMAINE DE
NEUROBLASTES OU DE LYMPHOCYTES T

Cette étude a été réalisée avec I'aide du Dr Ce®IODA, vétérinaire et doctorante a

I'institut d’épidémiologie et de neurologie tropiegPr. M. DUMAS).

i Observations et analyses histologiques

Les souris ont été examinées quotidiennement épdErniere injection de la protéine
Fas (t=0) afin d’observer l'apparition de troubkesteurs et/ou comportementaux. Durant
toute la durée de nos expérimentations, aucun lgaubteur apparent (paralysie) n'a pu étre

observé chez aucune des souris.

1.1 Détection d'ascite

Au bout de 34 jours, les souris 1 et 2 du lot imiménavec la protéine Fas
neuroblastique (lot N) ont développé une ascit@&lésy par un gonflement abdominal. Une
ponction intra-péritonéale a ramené 10 ml de liguwidrin pour chacune des souris N1 et N2.
Deux autres ponctions d’ascite ont été par la fifectuées, de 4 ml chacune chez les souris
N1 et N2. Aucun agent infectieux n'a été détectisdzes 2 ascites par les analyses effectuées

dans le service de bactériologie et de virologi€#lU de Limoges (Pr F. Denis).

Les liquides d'ascite ont été examinés par le PLdhrousse (Service d’Anatomie
Pathologique du CHU de Limoges). lls révélent uéaction inflammatoire constituée en

majorité de polynucléaires neutrophiles non alténésquels sont associés des lymphocytes,
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des macrophages et des cellules mésothélialesiomaeiies. Aucune cellule suspecte de

malignité n’a été identifiée.

Trois mois apres la derniére immunisation, une wlirtion de 'activité motrice des

souris N1 et N2 était observable par rapport adseatsouris des lots N, J et C.

Les souris ont été sacrifiées 7 mois apres la éiernmmunisation (sauf la souris N1
morte spontanément & 5 mois). Des préléevement®téneffectués au niveau du foie, du
cerveau, et de la moelle épiniere pour des analgsatomo-pathologiques et des études

ultérieures en microscopie électronique.

1.2 Mise en évidence d’anomalie de la motricité

Afin de déterminer une éventuelle atteinte motooeale, des épreuves motrices ont
éte réalisées. Les souris des lots N, J et C onducs réussi le test de la cheminée et aucun

trouble moteur n'a pu étre décelé par ce test.

Au contraire, les souris N1 et N2 ont toujours éshau test de la traction a partir d’'un
mois apres la derniére injection, période qui doim@vec la détection de l'ascite chez ces
souris. Trois mois aprés la derniére injectiorsdaris N3 a également échouée a ce test et, a
partir du quatrieme mois apres la derniere injecttoutes les souris du lot N échouaient au
test de la traction. A l'inverse, les souris des I8 et J ont toutes réussi ce test jusqu’a la fin

de I'étude au " mois.

1.3 Etudes macroscopiques des souris

L’examenpost-mortem des souris N1, N2, N3, et N4 montrait, macroscog@ment,
une fibrose péritonéale diffuse avec adhérence-h@gratique. Une ascite légere a pu
également étre observée, avec une décolorationoiduaksociée a une augmentation du
volume hépatique. La rate était également augmetdgéslume et associée a de nombreux
ganglions lymphatiques hypertrophiés abdominaux pesusouris N1, N2 et N4. En outre, la
souris N2 présentait une atteinte inflammatoirecauee fibrose généralisée de la cavité
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abdominale. Le reste des organes (coeur, muscley@m) était d’aspect normal. L’examen
histologique du foie de la souris N2, qui préséntas signes macroscopiques les plus
marqués, a été effectué par le Pr Labrousse et mtrén@ue les Iésions hépatiques

correspondaient a une hépatite chronique inflamineato

Les souris des lots J et C ne présentaient au@sienl macroscopique hépatigue ou
spléno-ganglionnaire, ni d’ascite dans la cavitdoafinale.

Al Recherche d’anticorps anti-Fas

L1 Etude par ELISA

La technique ELISA de dosage des anticorps antiffeéas a permis de détecter la
présence d’anticorps dirigés contre la protéine daass les sérums des souris. Les résultats,
exprimés en DO corrigée, sont positif pour un seeilDO corrigée établi lors de chaque
expérimentation d’aprés les résultats obtenus Bsesérums des souris contrbles (moyenne

plus 2 écart-type) et fixé a 0,5.

DO corrigée
1

0,9 1
0,8 1
0,7 1 — [

0,6 L.
_ _ — Beuil de
05 — —
" DOSITIVItE

0,4 1
0,3 1
0,2 1
0,1+

0 -

Cl C2 C3 C4 C5 NI N2 N3 N4 N5 J1 J2 I3 J4 X5

Figure 18.Détection d’autoanticorps anti-Fas par ELISA setisébavec la protéine Fas
neuroblastiqgue dans les sérums des souris contf@lds5) ou immunisées avec la

protéine Fas neuroblastique (N 1-5) ou lymphocgtéirl-5).
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Les tests ELISA réalisés avec la protéine Fas fdastique comme antigéne ont
montrés la présence d’anticorps dirigés contree getitéine dans le sérum de toutes les souris
des lots N et J a des taux supérieurs au seuibdigité établi (figure 18). Le test ELISA
sensibilisé avec la protéine Fas lymphocytaire censuabstrat a montré des résultats
similaires pour toutes les souris a I'exceptionNdeet N2 pour lesquelles les taux sériques
d’anticorps anti-Fas étaient alors inférieurs auilsie positivité établi (figure 19).

L EFAS N

0,9 - OFAS J
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1-

0

N1 N2 N3 N4 N5

Figure 19.Comparaison des taux sériques d'anticorps antidkes souris du lot N

détectés par ELISA sensibilisé avec les protéirmassrieuroblastique ou lymphocytaire

A2 Etude par Western-Blotting

Par Western-blotting réalisé avec des lysats eatkg totaux de cellules Jurkat ou de
cellules neuroblastiques, la protéine Fas idemtifévec I'anticorps anti-Fas Clone 13
correspondait a une protéine de 50 kDa dans lgpeatde lysats. Cette protéine de 50 kDa a
été également reconnue dans les deux types de lyaales sérums de toutes les souris des
lots N et J prélevés a 60 jours, avec une intessitdaire ce qui conforte la présence d’'une
réactivité anti-Fas dans les sérums de ces saurimunisées. Au contraire, les sérums des
souris contréles C ne présentaient aucune réactivis a vis des lysats de cellules

neuroblastiques ni lymphocytaires.
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Al Analyse de la réactivité de I'ascite par Western-lok

L’analyse en Western-blot des ascites des souri®tN2 avec des lysats totaux de
neuroblastes ou de cellules Jurkat révéle une ivéacunique vis a vis d’'une protéine
exclusivement neuroblastique d’environ 70 kDa. Htrey la réactivité des ascites vis a vis de
lysats de protéines totales de foie de souris @xgiorée. Nous avons alors mis en évidence
une forte réactivité de I'ascite pour une protéilee50 kDa qui était également reconnue par
I'anticorps monoclonal anti-Fas clone 13 (figurg.20

A B C
M 1 2 3 1 2 3 3 4

. { R

70 mm—

39 Few

= p—

Figure 20.Réactivité des ascites des souris N1 (A) et N2a{gc des lysats de protéines
extraites des lignées humaines neuroblastiquesytphocytaires (2), ou d’'un foie de
souris adulte normale (3). C: Identification de peotéine Fas par I'anticorps
monoclonal anti-Fas clone 13. La protéine Fas inopurifiée a partir de la lignée

Jurkat est utilisée comme contréle (4).

SDS-PAGE a 12% d’acrylamide. La réactivité est iéwéar un antisérum de chévre anti-1g

totales de souris couplé a la péroxydase suivieiparcoloration a la diaminobenzidine.

La protéine de 70 kDa n’est pas actuellement oénaée, sa migration
électrophorétique était comparable a celle de tdépre reconnue par I'Ac anti-NF (2F11)
étudié dans les mémes conditions. L’hypothése dhéaetivité du liquide d'ascite avec la

sous-unité legere du neurofilament reste a détempar séquencage.
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EXPRESSION DE FAS DANS LE SYSTEME
NERVEUX CENTRAL FOETAL HUMAIN

Ces résultats ont été publiés (Lautrette et aO32(publication n°3).

A Expression de Fas dans des cultures primaires de
cerveaux et de moelles épiniéres fcetales humaines

Les cultures primaires réalisées a partir de cerxvea de moelles épinieres isolées de
foetus humains de 8 a 10 semaines présentaiens dfrgours de culture des amas de
neurones, émettant des expansions neuritiquesegdéveloppaient sur un tapis de cellules
gliales adhérentes constitué d’'astrocytes (figlie Ridentification des cellules a été réalisée

par IFl avec des anticorps spécifiques de chaquguears cellulaires (GFAP, NF, CD68).

‘

g

Figure 21.0Observation en microscopie inversée d'une culturiengire de cerveaux
foetaux humains de 14 jours. (X 200).

Seules les cellules ayant une morphologie neurcswié marquées par les anticorps
anti-Fas B-G27 et B-G30 (figure 22, A2). L'expressde Fas était restreinte aux cellules

neuronales (NF-positives) ; les cellules astrocgga{GFAP-positive) et microgliales (CD68-
positive) ne présentaient aucun marquage Fas.
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De plus, les double-marquage réalisés d’'une paat #anticorps anti-Fas B-G27 et
I'anticorps SMI-32 (figure 22, Al), ou, d’autre paavec I'anticorps anti-Fas B-G30 (figure
22, A4) et avec lanticorps anti-acétylcholinessé&ra(AchE) (figure 22, A3) étaient
strictement superposables, tant pour les cultuiesapes issues de cerveaux que de moelles

épiniéres.

Figure 22.Expression de Fas dans les cultures primairesrgdeaex de faetus humains.

Double-marquage des motoneurones soit avec I'Ac-SM(A1) et 'Ac anti-Fas B-G27-
FITC(A2) ; soit avec I’Ac anti-acétylcholinestérage) et I'’Ac anti-Fas B-G30 (A4). Barre =

20 um.

De plus, I'analyse en microscopie confocale a néongtie le récepteur Fas n’était pas
réparti uniformément a la surface des cellules matoonales mais que son expression était

localisée a certaines zones de la membrane (fRft)ce
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Figure 23.Expression de Fas (vert) par un motoneurone hufoafal (rouge) dans une

culture mixte de cerveaux embryonnaires humains.

L’expression de Fas (révélé par I'anticorps ans-R@onoclonal B-G27-FITC) est détectée
dans un neurone moteur identifié avec le marqudllr3 révelé par un anti-lg G1 de souris
couplé a la biotine et révélé par un complexe #regine-phycoérythrine. (microscopie

confocale, barre = 1m).

En outre, I'étude immunohistochimique réalisée alescsections de tissus de moelles
épinieres fcetales a révélé au niveau des zonescamiventrales une co-localisation du
marquage obtenu avec les anticorps B-G27 et SMfigare 24). De méme, I'Ac anti-AchE

marque la méme aire corticale de cerveau foetal imugug I'anticorps anti-Fas B-G30.

Figure 24.Etude immunohistochimique de I'expression de Faslgmneurones moteurs
dans une coupe transversale de la zone ventrala omelle épiniere dorsale d'un

embryon humain ageé de 10 semaines.

Le méme protocole que précédemment a éte utilise.
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Al Apoptose des motoneurones fcetaux humains induite pa
FasL

Dans des conditions basales de culture, un marqieg@oyaux apoptotiques par la
méthode TUNEL était détecté pour 8,7 % des celldlescultures primaires issues de
cerveaux, ou 9,1 % dans celles issues de moelleieépi Ces cellules étaient toutes
doublement marquées par I'anticorps anti-GFAP, Brgueur astrocytaire. Aucun double
marquage n’était détectable avec les anticorpsGDé8, -160 kDa NF et SMI-32. La lignée
cellulaire Jurkat, utilisée comme contréle de réfée dans I'apoptose induite par FaslL,
présentait un taux d’apoptose basale de 5,5 + Qfige 26).

Apres 48 heures d’exposition a FasL, I'apoptoshkileéte globale était de 9,2 % pour
les cultures issues de cerveaux, et 9,7 % danwulages issues de moelles épinieres. Cette
apoptose induite par FasL ne concernait pas lésieelgliales astrocytaires. En effet, 7,8 %
des cellules des cultures de cerveaux, et 8,2 % qales de moelles épiniéres, présentaient
un double-marquage par la méthode TUNEL et I'Aci-&RAP, qui était similaire aux

conditions de culture basales (p = 0,64 ; test Yu X

Au contraire, aprés exposition des cultures priezaide SNC a FasL pendant 48
heures, une augmentation de I'apoptose des neunookesirs (identifiés par I'anticorps SMI-
32 et les caractéristiques morphologiques) étaieatiée. En effet, 28,5 = 3,3 % (pour le
cerveau) et 29,4 + 6,3 % (pour la moelle épiniedey motoneurones présentaient un
marquage par la méthode TUNEL (figure 25 et 26)tteaCaugmentation de I'apoptose
motoneuronale induite par FasL était significatpa rapport aux conditions basales de
culture (p < 0,05) pour les deux tissus (figuree226). Le contrble positif Jurkat présentait
71 = 3,5 % de cellules marquées en TUNEL aprés d8rds d’exposition a FasL
(augmentation significative par comparaison auxddwmns basales ; p < 0,05) (figure 25 et
26). Par contre, 24 heures d’exposition a FasL griantait pas I'apoptose des cellules
motoneuronales dans les cultures primaires de SMCi contraste avec ce qui est observé
dans les cellules de la lignée Jurkat dont 45 %cdHlsles étaient en apoptose (détectée par la
methode TUNEL).
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Figure 25.Apoptose des motoneurones par la voie de Fas.

Apoptose (marquage TUNEL en B, D et F) des motares de culture de moelle épiniere
humaine (identifiés avec I'anticorps monoclonal S32len A, C and E) aprés exposition a
FasL pendant 48 heures avec (E, F) ou sans (Cniidbiteur de caspase-8. L'apoptose
détectée dans des conditions basales (milieu dereuseul) (B) ne correspond pas aux

cellules marquées par SMI-32 (A). (microscopie oocafe, barre = 2Qm).
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Al Effet de linhibiteur de la caspase-8 sur l'apoptos des

motoneurones feetaux humains induite par FasL

L’incubation avec l'inhibiteur de la caspase-8 nedifiait pas I'apoptose basale des
cellules de la lignée Jurkat ni des culture priesmifcetales humaines de SNC (p = 0,9 par
comparaison aux conditions basales). En double uagey ces cellules en apoptose n’étaient
marquées que par lanticorps anti-GFAP et non garmlarqueur neuronal NF-M, ou

microglial (CD68) ou motoneuronal (SMI-32).

En présence de FasL, I'inhibiteur de la caspas#i®ait complétement I'apoptose des
motoneurones (identifiés par I'Ac SMI-32) dans dedtures primaires foetales de cerveau ou
de moelle épiniére (p = 0,022; test de Fisheru(B®5 et 26). Les cellules TUNEL-positives
étaient toutes doublement marquées par I'anticargsGFAP. Pour les cellules contrdles
Jurkat, I'inhibiteur de caspase-8 diminuait fortemkapoptose induite par FasL (4,7 %, p <
0,05) (figure 26).

% Cellules positives en TUNEL [ Motoneurones de cerveaux

W Motoneurones de moelles épiniefes

1001 O Lignée cellulaire Jurkat
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T
T
60 1
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L
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0 T T T 1
Basal Inhibiteur de la FasL FasL + Inhibiteur de la
Caspase-8 Caspase-8

Figure 26.Apoptose induite par FasL dans des cultures midtéeseurones en présence
ou non de linhibiteur de la caspase-8. La lignaekalt est utilisée comme contréle

positif.
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PURIFICATION DE CELLULES
NEURONALES IMMATURES DE LA LIGNEE
SH-SY5Y PAR SdFFF

Ces résultats ont été publiés (Lautrette et aO32(publication n°2).

A Aspects microscopiques

1.1 Observation en microscopie inversée des culturesladdignée
neuroblastique SH-SY5Y

La lignée neuroblastigue SH-SY5Y présentait en osicopie inversée deux types
cellulaires morphologiquement distincts dans nosdimns de culture. Le premier aspect
était celui de cellules adhérentes de grande taile des expansions neuritiques. Le second
correspondait a des cellules de petite taille, sghés, sans expansion neuritique et

regroupées en amas formant des neurosphéres (8gure

Figure 27.Aspect en microscopie inversée des cellules dgiéé SH-SY5Y. (X 200).
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1.2 Aspects en microscopie inversée des cellules SHYS¥antenues

dans les fractions séparées par SAdFFF

La technigue de SAFFF nous a permis de séparerladignée neuroblastique trois
populations cellulaires présentant des caractguist de taille et de poids distinctes. La
fraction F1 représentait la population des celldesgrande taille, la fraction F2 celle des
cellules de taille moyenne, et la fraction F3 cdiés cellules de plus petite taille. La fraction
TP correspond a la totalité des cellules éluéed'gapareil de séparation et sert de contrble
des altérations cellulaires induites par I'élutitime partie des cellules (N) ne subit aucune
séparation et correspond aux cellules de la ligoéde dans les conditions normales de

culture.

La numération au bleu Evans montrait que 95 + 3%ocadules étaient viables dans la
population normale (N) contre 91 £+ 0,5% dans lestions TP, F1, F2, et F3. Chacune des
fractions éluées était remise en culture dans deditions identiques a celle de la population

N. La moitié du milieu était renouvelée tous lgslBs.

La fraction F2 a permis d’observer aprés 3 joursuleure une population cellulaire
mixte regroupant les différents aspects morphologggobservés dans les conditions de
culture normale. Les mémes résultats ont égalegiéntbtenus avec les fractions TP et N.
Les cellules de F2 remises en culture ont rapidémeiféré pour atteindre leur confluence
en 6 jours. Il s'agissait de cellules de grandietait adhérentes et de cellules sphériques de
plus petite taille regroupées en neurospheres. adatité cellulaire était alors comparable
entre les fractions éluées par SAFFF (4 + 1 % tenfaction F2 et TP et 4 + 2 % pour la

fraction normale).

La fraction F1 apres 3 jours de culture, contenaijuement des cellules de grande
taille et adhérentes et présentant des expansangtiques. Cependant, aucune prolifération
cellulaire n’était observable aprés 6 jours deuglt A cette période, les cellules ont alors

toutes degeénére.
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La fraction F3 était constituée de petites cellulgshériques, trés faiblement
adhérentes, et regroupées en amas. Aucune probféreellulaire n'a été observée apres 6

jours de maintien en culture, période a laqueleckdlules ont rapidement dégenére.

Al Caractérisation par IFI

A1 Caractérisation de la lignée cellulaire SH-SY5Y

La pureté de la lignée SH-SYS5Y a été verifiée awaenode marqueur cellulaire
neuronaux (anti-NF-M), astrocytaires (anti-GFAP)retroglial (anti-CD68). La totalité des
cellules était marquée par I'anticorps anti-NF-Mjfe 28) et aucun marquage n’a été détecté
avec les anticorps anti-GFAP et anti-CD68, confimtmig strict lignage neuronal de notre
lignée SH-SY5Y.

Figure 28.Caractérisation du lignage neuronal des cellulesSSHY.

Marquage cytoplasmique des cellules de la lign&esablastique SH-SY5Y par I'anticorps
anti-NF-M (NN18) révélé par un antisérum de cheéardi-lg totale de souris couplé a

I'alexafluor-488. Barre = 1Qm.
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A2 Expression de Fas et N-CAM par les cellules SH-SY5Y

2.1 Etude sur la population totale

Par IFI réalisée avec les Ac anti-Fas B-G27 et B,G3ne forte expression du
récepteur Fas est détectée a la surface des sellalpetite taille regroupée en neurosphéres.
A l'inverse, aucun marquage significatif n’étaitselové a la surface des cellules adhérentes de

grande taille (figure 29).

Figure 29.Expression hétérogéne de la protéine Fas par llegeseSH-SY5Y.
Marquage membranaire des cellules de la lignéesohstique SH-SYS5Y par
I'anticorps anti-Fas B-G27 révélé par un antiséderchévre anti-lg totale de souris couplé a

I'alexafluor-488. Barre = 1Qum.

L’Ac anti-N-CAM marquait fortement la membrane desllules neuroblastiques
adhérentes et de grande taille a l'inverse degegatellules sphériques regroupées en amas ou

aucun marquage n’était détectable.
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A.2.2 Etude des populations séparées par SAFFF

Les fractions contrdles TP et N présentaient unrgeniage similaire de cellules
exprimant Fas (71 £ 2,3 % pour TP et 68 + 1,15 %r ) ainsi que la fraction d’élution F2
bien que Iégerement plus éleve (80,4 + 2,9 %). regsion de N-CAM était similaire a celle

de Fas pour ces 3 fractions (67 = 3,1 % pour Té5et 4 % pour N et 80,8 = 0,5 % pour F2).

Au niveau de la fraction F1, qui correspond auxutes de plus grande taille, trés peu

de cellules exprimaient Fas (4,5 + 2,6 %) mais evamche, 96,8 + 2,1 % des cellules
exprimaient N-CAM.

Dans la fraction F3, correspondant aux celluleséspbes de plus petite taille,
seulement 5,7 = 3,3 % des cellules exprimaient 4@AW mais 98 + 1.2 % d’entre elles
exprimaient le récepteur Fas (figure 30).
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Figure 30.Expression de Fas et de la N-CAM par les cellulmsrablastiques humaines
triées par SAFFF.
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PHOSPHORYLATION EXTRACELLULAIRE
DE LA PROTEINE FAS

i Détection de la protéine Fas monomérique et agrégée

immunopurifiée a partir de la lignée lymphocytaire Jurkat

La protéine Fas immunopurifiée par I'anticorps mdapal anti-Fas B-G27 a été
analysée par Western-blotting a l'aide de deux Ali-laas distincts dirigés contre la partie
intracellulaire carboxy-terminale du récepteumantisérum de lapin C-20 et I’Ac monoclonal
de souris 3D5 qui reconnaissent tous les deux estaifeblot la protéine Fas sous forme
agrégée et sous forme monomérique (Kamitani efl8®7 ; Ruiz-Ruiz et al., 1999 ; Lee et
al., 2001).

Les mémes résultats ont été obtenus avec ces deuRaks des conditions basales,
'immunomarquage majeur correspondait a la protéiae monomérique de 50 kDa. Deux
autres protéines d'environ 116 kDa et 180 kDa sphts faiblement marquées et
correspondraient a la protéine Fas sous forme agrégeh et al., 1997; Lopez-Rivas et al.,
1999) (figure 31).

Apres stimulation des cellules par FasL, la ré#étides deux Ac anti-Fas avec la
protéine de 50 kDa était identique. Par contre, augmentation du marquage des protéines
de 116 et 180 kDa était détectée et s’associaiteanouvelle réactivité avec une protéine de

220 kDa pouvant correspondre aux agréegats de logg moléculaire de Fas (figure 31).

Al Phosphorylation extracellulaire de Fas par lejfP*9] ATP
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Les études de la phosphorylation extracellulairéaderotéine Fas purifiée a partir de
la lignée lymphocytaire T Jurkat ont été réaliséecale fP*JATP. Les analyses au
« phosphoimager » et en autoradiographie ont mogtré la bande de 116 kDa était
phosphorylée dans des conditions basales. Aucutte phosphorylation n'a été détectée
(figure 31).

Afin de vérifier que cette phosphorylation étaitimnent extracellulaire, des tests de
phosphorylation compétitive ont été réalisés. Esence d’ATP en exces (1 mM) par rapport
au [yP*)JATP, aucune phosphorylation n'a pu alors étre ctéte De plus, en présence de Pi
(1 mM) également en exces, aucune modification ad@hosphorylation n’était détectée,
prouvant que la phosphorylation du récepteur Faservlge était bien strictement
extracellulaire et n’était pas un artefact lié a dégradation duyP*) ATP par des
phosphatases extracellulaires (qui auraient alemnis I'incorporation dyP* ainsi généré a

de I'ATP intracellulaire utilisé a son tour comm#bstrat de phosphorylation intracellulaire).

Al Des inhibiteurs extracellulaires de la PKC bloguentla

phosphorylation de Fas et augmentent son agrégation

Apres incubation des cellules Jurkat avec le K2b@2binhibiteur extracellulaire de la
PKC (Zhu et al., 1997 ; Saito et al., 1999 ; Teshmh al., 1999), les analyses par Western-
blotting montraient, aprés immunopurification, daeprotéine de 50 kDa correspondant au
Fas monomérique était toujours détectée. De mépwe,ptotéines de 116 et 180 kDa
correspondant aux agrégats étaient également ééseatais avec un marquage plus intense
comparé a celui qui était observé dans des conditimsales de cultures sans inhibiteur. De
plus, dans ces conditions, une protéine de 220ddb@spondant aux agrégats de haut poids

moléculaire de Fas était alors détectée.

Les mémes résultats ont été obtenus lorsque ledesektaient exposées a la fois a
FasL et a I'inhibiteur K252b.

L'utilisation d’'un autre inhibiteur d’ecto-PKC, |geptide 19-36, a permis d’obtenir les

mémes résultats que ceux observés avec I'inhiliZaab.
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Aucune phosphorylation n’a été détectée au « plmsgyer » ni en autoradiographie
en présence de I'un ou l'autre des inhibiteurs IJ€ Bxtracellulaire tant au niveau de Fas que

de ses agrégats (figure 31).
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Figure 31.Phosphorylation des agrégats de Fas de 116 kDdepacto-PKC.

SDS-PAGE a 10% d’acrylamide contenant les protéifees immunopurifiées a partir de la
lignée lymphocytaire Jurkat aprés incorporation[g@9ATP ; & I'état basal (1) ou aprés
exposition a FasL (3 et 4) en présence de l'inbibritd’ecto-PKC k252b (2 et 4). Western-

blotting avec I'anticorps anti-Fas c-20 (A) ou egp@u phosphoimager (B).

AV Absence de mutation de la protéine Fas dans la lige

Jurkat étudiée

Afin de vérifier 'absence de mutation spontanéd-de dans la lignée Jurkat utilisée
pour cette étude, la séquence correspondant a étasanalysée. Les ARN de la lignée Jurkat
ont été extraits et par transcription inverse |edMDNc ont été obtenus. Par PCR, les zones
codant les parties intra et extracellulaire du pémar Fas ont été amplifiées puis clonées dans
un vecteur plasmidique utilisé pour transformer Hastéries compétentes. Le séquencage
nucléique de trois clones contenant un insert aégdksé pour chacune des parties intra et

extracellulaire de Fas.

Les séquences obtenues ont été comparées a cellaDMc de Fas issue de la
banque de géne de 'EMBL (HSFASANT_4; M67454) awedogiciel ALIGNn (Myers,

1988). Aucune difféerence n'a été détectée enttealescrit de Fas extrait de la lignée Jurkat
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étudiée et la séquence de référence ce qui attedtabsence de mutation de la protéine Fas

dans la lignée utilisée pour cette étude.

Afin de vérifier la possibilité théorique d’'une @phorylation extracellulaire de Fas
par la PKC, nous avons recherché les sites poleiogephosphorylation par la PKC dans le
domaine extracellulaire de la protéine Fas gracel@giciels PhosphoBase (Kreegipuu et al,
1999) et PROSITE (Bucher et al., 1994; Falquet.e02). Trois sites de phosphorylation
par la PKC ont été identifiés dans la partie exltataire de Fas, au niveau des acides aminés
3 (sérine), 76 (thréonine) et 82 (sérine). Le pezrsite est localisé au début de la zone de preé-
association de Fas indépendante de son ligand (lPLAE3 autres sont juxtaposé a proximité
de la zone PLAD, dans la zone de fixation du ligeadL (figure 32).
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Figure 32.Sites potentiels de phosphorylation extracellulded-as par les PKC.

V La phosphorylation  extracellulaire  diminue le

regroupement membranaire des récepteurs Fas

Afin de préciser si la phosphorylation extracelitdadu récepteur Fas modulait son
regroupement a la surface de la membrane cellutiares les conditions de stimulation
décrites précédemment, nous avons étudié par ¥d Banticorps monoclonal anti-Fas B-
G27 la répartition de Fas a la surface celluldimee cellule est considérée comme présentant
des regroupements membranaires de Fas si les derfegrescence de Fas sont d’une taille
€gale ou supérieure a 25% de la surface de laleee plus, une cellule présentant une

polarisation membranaire du marquage Fas étaiegmgait considérée comme positive.
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A I'état basal, I'lFI révélait que Fas était dibuie uniformément a la surface cellulaire
et seulement 12% + 0,75 des cellules présentaiest rdgroupements de fluorescence

membranaire de Fas.

En présence de l'inhibiteur d’ectokinase C K25Zbnbmbre de cellules présentant

des regroupements de fluorescence augmentaiefficaguement (21% + 1,2 ; p = 0.019).

La stimulation des cellules par leur incubationgtalble avec FasL induisait également
une augmentation du nombre de cellules présentast rdgroupements membranaires
fluorescents de Fas (23 £ 0,95 %). En outre, ltefambiné de FasL et de I'inhibiteur d’ecto-
PKC sur les cellules Jurkat permet d’observer ame faugmentation du nombre de cellules
présentant des regroupements membranaires fluotesde Fas (35 + 1,29 % ; p = 0.02)
(figure 33 et 34).
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Figure 33.Réle de FasL et de K252b dans le regroupement naraibe de Fas a la
surface des cellules de la lignée lymphocytairekak.
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Figure 34.Détection par IFI avec lanticorps anti-Fas B-G2#sdregroupements
membranaires fluorescents de Fas dans les cetlelda lignée Jurkat a I'état basal
(A) ou aprés stimulation par FasL (C et D), en gnég de l'inhibiteur d’ecto-PKC
K252b (B et D).

VI Roéle des ectokinases C dans la modulation de I'apmse

transmise par Fas.

Pour déterminer le role de la phosphorylation editalaire de Fas dans la modulation
de I'apoptose induite par cette voie, des étudebageptose ont été réalisées par ELISA-
apopotose et par la méthode TUNEL. Elles ont pedaisnontrer de facon similaire que la
phosphorylation extracellulaire du récepteur Fad éthibitrice de I'apoptose transmise par
I'activation de Fas comme le montre de facon sigaiive les statistiques réalisées avec
I'inhibiteur K252b. En effet, dans les conditioresshles, en I'absence d’activation de Fas, une
augmentation de I'apoptose des cellules Jurkat dé&ectée aprés exposition a l'inhibiteur
d’ectokinase C (6,8 + 0,32 % de cellules apoptaiqantre 2,7 £ 0,2 % ; a I'état basal ; p=

0,04). En présence de FaslL, I'apoptose était fatenaugmentée (soit 27 + 1,52 %) et
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atteignait 44 + 1,89 % (p = 0,04) en présence db2K2 De plus, I'apoptose des cellules
Jurkat induite par FasL était inhibée significathent par I'inhibiteur de la caspase-8 (13 +
0,2 %) mais de fagcon moindre en présence de l'itgubd’ectokinase C K252b (soit 20 £ 0,2
% ; p =0,04) (figure 35 et 36).
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Figure 35.Apoptose des cellules Jurkat détectée par TUNELo{Apar ELISA-apoptose
(B) apres 24h d’exposition a FasL, en présence au de l'inhibiteur d’ecto-PKC
K252b.

A

Figure 36.Marquage TUNEL des cellules Jurkat apres exposiies cellules a FasL (C
et D) et a l'inhibiteur d’ecto-PKC K252b (B et D).
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DISCUSSION
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ROLE PRO-APOPTOTIQUE
D’AUTOANTICORPS ANTI-FAS DANS LES
SERUMS DE MALADES ATTEINTS DE SLA

Ces résultats, associés a ceux obtenus par le,@nYété publiés a participation égale
des deux auteurs (Yi et al, 2000) (Publication n°1)

Le réle de I'apoptose au cours de la mort motonsaleoa précédemment été rapporté
dans la SLA (Yoshiyama et al., 1994; Troost et H195; de la Monte et al., 1998) et nos
résultats confortent les données actuelles quicstdent sur la présence d’'un phénoméne

apoptotique au cours de la SLA (Mattson et al. 020Bathasivam et al., 2001).

En effet, nos travaux ont mis en évidence que Me%sérums de malades atteints de
SLA sporadique testés induisem,vitro, 'apoptose des cellules neuroblastiques humaines.
L’étude de I'apoptose induite par les sérums de &tAe contrbles normaux par marquage
au iodure de propidium a permis d’obtenir les ménéssitats (Yi FH, these de I'Université
de Limoges, 1999). De plus, un taux significatébptose est détecté pour 26 % des sérums
de SLA par les méthodes TUNEL et ELISA-apoptoseliAverse, aucun des sérums
contrdles neurologiques n’'induisait I'apoptose dekules neuroblastiques aprés 48h ou 72h

d’exposition, a I'exception de 2 des 27 sérums déades atteints de la maladie d’Alzheimer.

En outre, cette activité pro-apoptotique des séresigorrélée de facon significative
avec leur marquage membranaire détecté par immuoreBcence indirecte dans les cellules
neuroblastiqgues humaines et les motoneurones sletrls Ig G extraites d’'un sérum de SLA

permettent d’obtenir le méme taux d’apoptose qué ceduit par le sérum complet.

Ceci nous a conduit a rechercher la présence daps anti-Fas dans les sérums de

malades atteints de SLA.

Des autoanticorps anti-Fas ont été préalablemeetctds dans le sérum de patients
infectés par le virus HIV. lIs seraient induits pamprotéine virale gp120, et pourraient ainsi
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contribuer a la déplétion des lymphocytes T (Sthie®t al., 1996). De plus, il a été montré
qgue des anticorps anti-Fas agonistes pouvaienirendune hépatite auto-immune dans un
modele murin (Ogasawara et al., 1993, Rodriguet, €996 ; Nishimura et al., 1997) et des
autoanticorps dirigés contre FasL ont été déecatssde lupus érythémateux aigu disséminé
(Suzuki et al., 1998).

Par ELISA, avec la protéine Fas humaine recomb@arttus avons détecté une faible
réactivité dans les sérums normaux, ce qui suggepeésence d’anticorps naturels anti-Fas
dans des conditions non-pathologiques. Ces domegagnent celles de Prasad et al. (1998)
qui ont décrit que des Ac anti-Fas présents dars piléparations thérapeutiques d’lgG
normales pouvaient induire I'apoptose. Ces autoargs pourraient donc étre des
autoanticorps naturels diriges comme d’autres argfc naturels contre les principales
molécules du systeme immunitaire (Coutinho etl#95). En outre, les sérums normaux de
cette étude induisent de tres faibles taux d’apmmptsignificativement plus faibles que ceux
induits par les sérums de SLA. Des taux d'anticompsi-Fas élevés (sur la base de la
réactivité moyenne des sérums normaux +2 déviastardards) ont été détectés dans 26 %
des sérums de malades atteints de SLA et aucunlgmaérums contrbéles neurologiques. De
plus, tous les sérums présentant des taux élewdgiabrps anti-Fas (sauf un) induisaient
I'apoptose de la lignée neuroblastique humaine.

Les analyses par Western-blotting contenant deipes de lysats cellulaires de la
lignée neuroblastigue montrent que tous les sérdensSLA (sauf deux) présentent une
réactivité pour la protéine Fas, contre aucun éesnss controles (sauf un). Cette différence
entre les résultats obtenus par ELISA et par Wedikat s’explique probablement par le fait
que 'ELISA permet une analyse quantitative de®auticorps anti-Fas sériques, et a été en

outre réalisé avec une protéine Fas humaine recamia.

De plus, nous avons réalisé des gels a 12 % dauige afin de rechercher les
protéines présentant une masse molaire prochdldaled-as, mais des conditions différentes
pourraient permettre de détecter d'autres autaamiic De ce fait, notre laboratoire a
précédemment rapporté la présence d’anticorpsNantdans certains sérum de malades
atteints de SLA (Couratier et al., 1998).
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Les effets pro-apoptotiques d’Ac anti-Fas agonisbes de FasL sur la lignée
neuroblastigue humaine sont comparables a ceuxvassavec les sérums de SLA présentant
des taux élevés d’autoanticorps anti-Fas. De pusliocage de la caspase-8 ou de la caspase-
3 inhibe I'apoptose induite par les sérums de Slé-gpopototiques présentant des taux
élevés d’autoanticorps anti-Fas, mais n'a pas eaffir celle induite par les sérums de SLA
ne contenant pas ces autoanticorps. Enfin, auawn significatif de FasL soluble n'a été
détecté dans ces sérums (sauf pour un) par rappersérums contrdles ce qui montre que
FasL n’est pas impliqué dans I'induction de I'ajs& des neuroblastes. Ces résultats sont en
faveur du réle pathogene de ces anticorps antigeasours de la SLA. En outre, cette
apoptose neuroblastique induite par les sérumd deaBti-Fas positifs peut étre inhibée par
la pré-incubation des cellules avec un anticorpisFaas antagoniste, ce qui apporte la preuve
directe de I'implication de la voie de Fas dangitecessus apoptotique. Le fait que deux
sérums (un sérum normal et un sérum de SLA) présedes taux élevés d’anticorps anti-Fas
mais qui n’induisaient pas I'apoptose des celldesnotre lignée neuroblastique peut étre
expliqué par des différences de concentration séray d’affinité des autoanticorps anti-Fas
(Fadeel et la., 1997 ; Komada et al., 1999).

Cependant, il est surprenant que les sérums der8hduisaient pas I'apoptose des
cellules lymphocytaire T de la lignée Jurkat, canpour exprimer fortement le récepteur Fas.
Mais, il est a présent bien établi que le signalrdesduction de Fas n’induit pas uniquement
la mort cellulaire, mais peut activer d’autres woieomme la prolifération ou la
différenciation, en fonction du type cellulaire {{8® et al., 1997 ; Ottonello et al., 1999,
Abreu-Martin et al., 1999 ; Desbarats et al, 2008)de co-signaux et des stades d’activation
des cellules comme cela est largement documentévaau des lymphocytes (Klas et al.,
1993, Alderson et al., 1993 et 1994 ; Lynch etE95 ; Rathmell et al., 1996 ; Foote et al.,
1996, Sakata et al., 1998 ; Kennedy et al., 1998)plus, il est a noter qu’il 'y a pas de
développement anormal du systeme nerveux cheoles sayant des mutations du gene Fas
(Ipr) ou du gene Faslgld) ni chez des malades présentant des mutationviaigicla voie de
Fas (syndrome autoimmun lymphoprolifératif ou ALPSgci contraste avec la gravité des
anomalies immunitaires (hyperplasie lymphoide, dialauto-immune systémique liée a des
autoanticorps) consécutives au déficit d’apoptgsaphocytaire (Watanabe-Fukunaga et al.,
1992 ; Adachi et al., 1995 ; Bettinardi et al., 7Z9Nagata, 1998 ; Martin et al., 1999. Strauss

et al.,, 1999). Ces données suggerent I'existencalifiérences fonctionnelles entre les
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neurones et les lymphocytes dans la voie de sgataln de Fas. Celles-ci sont discutées dans
le chapitre suivant.

Afin de rechercher le réle pathogéne des autoampsca vitro, nous avons également
étudié le réle potentiel des autoanticorps anti-ietectés dans les sérums de SLA dans des
cultures primaires de cerveaux et de moelles &gimiée rats. De plus, nous avons recherché
I'expression de Fas dans des neurones en culturéssnpour préciser le réle pathogéne des

autoanticorps dans I'apoptose motoneuronale.

L’expression constitutive de Fas a été precédemmentrée durant la différenciation
du cortex chez le rat (Cheema et al., 1999), aosin vivo sur des coupes de cerveaux de
souris juvéniles normales (Park et al, 1998). Leuble marquage réalisé en
immunofluorescence par I'anticorps anti-CD95 (B-G2% I'anticorps SMI-32 montre que la
protéine Fas est exprimée par les neurones motlsrsultures mixtes de cerveaux ou de
moelles épinieres de rat. De plus, FasL ou l'ampis@anti-Fas B-D29 induisait uniquement
I'apoptose des neurones moteurs dans les cultupdesmssues de cerveaux murins. Enfin,
I'apoptose motoneuronale induite par FasL ou particorps anti-Fas B-D29 est inhibée en
présence de l'inhibiteur de la caspase-8. Nos t&sutoncernant I'expression de Fas et son
rble pro-apoptotique au niveau des motoneuronesyambaires de rats sont en accord avec
ceux de Raoul et al. (1999).

De plus, 8 sérums de malades qui présentaientalesimportants d’Ac anti-Fas
marquaient uniqguement les motoneurones (identifiééde double marquage avec I'anticorps
SMI-32) dans les cultures mixtes de cerveaux oundelles épinieres de rat. En outre, ces
sérums induisaient, de maniere sélective, 'ap@pties neurones moteurs de rat. Enfin, cette

apoptose pouvait également étre bloquée par uhiiatr de la caspase 8.

L’ensemble de ces résultats suggérent que desraigtm@s anti-Fas pourraient étre
impliqués dans le processus pathogénique de hattenotoneuronale d’'une sous-population
de malades atteints de SLA. Cependant, ces résultatété obtenuis vitro a partir d'une
lignée neuroblastique humaine ou de cultures prasaiontenant des neurones murins et leur
significationin vivo reste inconnue. Ainsi, alors que les cellules olglastiques expriment
fortement Fas, comme le confirme notre étude, Ffesgion de Fas n’avait pas été mise en

évidence dans les travaux antérieurs utilisantcdéares de neurones humains (Becher et al.
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1998). Chez 'hnomme, I'expression de Fas dans |€ &était cependant controversée. Choi
et al. (1999) avaient détedtévitro I'expression de Fas au niveau d’astrocytes hum&aosr

d’autres, I'expression de Fas est restreinte augo@déndrocytes (D'Souza et al., 1996 ;
Becher et al., 1998). Nous n'avons pas observéilassion de Fas par les astrocytes ni la
microglie dans nos conditions de culture. Ces deeces concernant I'expression de Fas
pourraient étre inhérentes aux conditions de auletirau degré de différenciation des cellules

qui seront plus largement discutés dans le chagufirant.

Néanmoins, Fas apparait fortement exprimé dangephgsconditions pathologiques et
expérimentales (tumeurs cérébrales, maladies dAimr et de Parkinson, accidents
vasculaires cérébraux, processus infectieux chuesig(Leithauser et al., 1993 ; Matsuyama
et al.,1994 ; Nishimura et al., 1995 ; Dowling &t 8996). Cette expression de Fas par les
neurones a été observée lors de la maladie d'Adre{de la Monte et al., 1997) et dans
certaines conditions expérimentales (ischémie,tebwiicité, hypoglycémie) (Sakurai et al.,
1998) au cours desquelles l'activation de la caspas également été mise en évidence (Nath
et al., 1998). De ce fait, il est possible que ésons encore indéterminées, probablement
liées aux mécanismes déja connus dans la SLA teldeqstress oxydatif, I'excitotoxicité, ou
I'infection virale (herpes-virus ou enterovirus)dtRsein et al., 1992 ; Abe et al., 1995;
Louvel et al., 1997 ; Berger et al., 2000 ; Solalet2002) pourraient induire I'expression de
Fas par les neurones. Un tel mécanisme a été dparitShin et al. (1998) pour
I'excitotoxicité. Il est alors possible qu'un praseis inflammatoire entraine une rupture de la
barriere hémato-encéphalique, permettant alorsamticorps anti-Fas sériques d'activer le
récepteur Fas motoneuronal. Dans cette hypoth@séld pathogéne des autoanticorps anti-
Fas ne serait pas primaire, mais ils pourraienemegnt contribuer a la dégénérescence

motoneuronale.

Toutefois, ce processus ne concerne pas toussedecdLA, puisqu’un grand nombre
de sérums de SLA qui induisaient I'apoptose degaidastes ne présentaient pas de taux
significatif d’Ac anti-Fas. Ces travaux confirmedonc I'hétérogénéité de la SLA et

notamment des facteurs sériques, responsablespiptose neuroblastique.

De plus, une concentration élevée d’Ac anti-Fasdardes sérums de SLA peut étre
reliée a une étude précédente ou les auteurs avdeetifieé un facteur sérique (probablement
des immunoglobulines) qui était inducteur de latrdarme lignée hybride motoneuronale. Ce
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facteur sérique était aussi détecté dans % demsé&te malades atteints de SLA (Alexianu et
al., 1994).

Cependant, I'origine de ces autoanticorps est éig@e lls pourraient correspondre a
des anomalies du systeme immunitaire favorisanindi@ence d’autoanticorps. Cette
hypothése est étayée par la plus grande fréquensyrdiromes lymphoprolifératifs et d’lg
monoclonales chez ces malades (Younger et al., 1D@arte et al., 1991). Ces autoanticorps
pourraient également étre induits par un antigétogéne, comme ceci a été démontré au
cours de maladies autoimmunes du systeme nerveaiph@éque, tels que les syndromes de
Guillain-Barré et de Miller-Fischer, au cours desigudes anticorps polyclonaux de la classe
des IgG, dirigés contre les gangliosides GM1 et (Qbnt induits par un mécanisme de
mimétisme moléculaire en raison d’épitopes osidgpartagés aveCampylobacter jguni
(Yuki et al., 1993 ; Jacobs et al., 1996).

Une autre hypothése est que ces anticorps pouri@ieninduits secondairement, en
réponse a la dégénérescence primitive des motamesjra@e qui pourrait jouer un role

aggravant dans I'évolution de la maladie.

Afin d’évaluer le rble potentiel des autoanticogrdi-Fas détectés dans les sérums de
malades dans le déclenchement de la SLA, nous aronanisé des souris avec la protéine

Fas purifiée de lignées cellulaires humaines.

123



IMMUNISATION DE SOURIS PAR LA
PROTEINE FAS

Par la technique de Western-blotting, nous avons em évidence la présence
d’anticorps anti-Fas dans les sérums des sourisoties. (immunisées avec la protéine Fas
lymphocytaire) et N (immunisées avec la protéine Rauroblastique). Ces autoanticorps
reconnaissent a la fois la protéine Fas extraigdigaées neuroblastiques et lymphocytaire T.

Ces autoanticorps anti-Fas dans le sérum de ces soi été quantifiés par ELISA.
On détecte chez toutes les souris des lots L ee\talux d’anticorps anti-Fas supérieurs au

seuil de positivité établi a partir des souris aluclontrole.

Aucun trouble moteur (paralysie) n'a pu étre ob&evisuellement. Cependant, les
tests fonctionnels utilisés pour évaluer la matticiles souris ont permis de mettre en
évidence, chez les souris du lot N uniquement,tabebles de la motricité dont I'apparition
s’est déroulée progressivement et plus ou moinsleaent selon les souris. Toutefois, les
tests fonctionnels ne permettaient pas tous lactiéted’anomalies motrices. En effet, méme
si 3 mois apres la derniere immunisation, les sodui lot N échouaient toutes au test de la

traction, elles réussissaient le test de la cheenjuggu’a leur sacrifice.

Il est surprenant de constater que 2 souris di lat développé une ascite importante
dont I'apparition coincidait avec leur premier écte test moteur. Les étudesvivo ont
montré que l'ascite était associée a une importegdetion inflammatoire péritonéale. Par
ailleurs, deux autres souris de ce lot (N3 et Ndjent également de I'ascite mais de volume
plus faible, ainsi que des Iésions hépatiques whbtrs macroscopiquement. De plus, I'ascite
était la conséquence d’une hépatite inflammataiteimmmune. De ce fait, il peut étre discuté
que l'atteinte motrice observée soit en réalit@riafact lié a I'atteinte hépatique.

Toutefois, bien qu'il soit possible que les échdes tests moteurs soit associés a
I'atteinte hépatique, une souris (N5) du lot N,gemait des autoanticorps anti-Fas, et une

atteinte motrice décelable par le test de la pa&esans que des atteintes hépatiques aient été
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détectées. Les analyses actuellement en cours borataire d’anatomo-pathologie
permettront peut-étre de déceler également demEsiépatiques microscopiques ainsi que la
caractérisation de lésions du SNC. Comme les &teimotrices de la SLA s’installent
progressivement, il pourrait étre nécessaire détegéges études sur une période plus longue
pour observer des troubles moteurs plus évoluéaniéins, I'atteinte hépatique associée
complique ces observations par le caractére é¥vautplus rapidement létal de I'hépatite

induite par 'immunisation de souris contre la gioe Fas neuroblastique.

Il est intéressant de constater que les souris ms®as par la protéine Fas
lymphocytaire n'ont pas développé de trouble motmaigré la présence d’autoanticorps
sérique. Ces résultats suggérent que les antiemtp$as pourraient ne pas étre responsables
des troubles moteurs observés dans le lot N. Cacégalement suggéré par le fait que
immunisation des souris par les protéines Fasror@les ou lymphocytaires induit des

pathologies distinctes, ce qui implique donc dgemées immunitaires différentes.

Cependant, I'analyse électrophorétique des praémenunopurifiées et colorées au
bleu de Coomassie révele un profil strictement tigee entre les immunopurifications
réalisées avec les lignées L et N, qui comportamsdes deux cas une bande de 50 kDa
majoritaire (Fas monomérique) et des protéines snapondantes de 116kDa, 180 kDa et 220
kDa qui correspondent a des agrégats de Fas. @asslés cas, ces protéines étaient

également reconnues par I'anticorps polyclonatbas C-20.

Ces résultats suggerent donc I'existence de dift&® de structure concernant les
sites épitopiques immunodominants qui différeraiseton l'origine lymphocytaire ou
neuroblastique de la protéine Fas. Cette hypoteskétayée par le fait que les souris N1 et
N2 avaient des taux d’anticorps anti-Fas signifigahent €levés lors des tests ELISA réalisés
avec la protéine Fas neuroblastique, mais infé&iewr seuil de positivité établi a partir des
souris controles lorsque ce test est réalisé avgudtéine Fas lymphocytaire. De plus, ces
souris N1 et N2 sont celles qui présentaient égaténune hépatite inflammatoire trés

importante.

L’apparition chez des souris d’'une hépatite autorume chronique induite par des
anticorps agonistes dirigés contre le récepteuradgja été décrite par plusieurs auteurs
(Ogasawara et al., 1993, Rodriguez et al, 1996shiNiura et al., 1997). L'hépatite auto-
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immune chronigue ne peut étre prévenue par le pockes lymphocytes T CD8, mais le
blocage des lymphocytes B et T, ou seulement daphHgcytes T CD4, permet d’inhiber
I'apparition de I'hépatite autoimmune chronique sCésultats ont montré 'implication des
lymphocytes T CD4 dans I'hépatite auto-immune clyoe, ainsi que le réle important du
relargage de cytokines pro-inflammatoires, et fmarticulierement de I'lFN¢ (Tiegs et al.,
1992). De plus, il a été montré que I'atteinte higp@ impliquerait la voie Fas/FasL. En effet,
aucun symptdéme n’est observable avec les modélssutesipr etlpr® dont le récepteur Fas
est muté (Ogasawara et al., 1993). D’autre pam®, hi&patite auto-immune chronique peut
eégalement étre reproduite par l'injection systéraiasL soluble a des souris (Rensing-Eh et
al., 1995). Plus recemment, Song et al. (2003)namttré que le blocage de I'expression de
Fas, par la technique d’interférence des ARN, pedreprotéger les souris contre I'hépatite
fulminante induite par [linjection intra-péritonéald’'un anticorps anti-Fas agoniste.
Cependant, c’est a notre connaissance la prenogrgd’'un syndrome hépatique autoimmun
est obtenu par 'immunisation de souris avec ldagwne Fas, bien que ce type d'immunisation
soit réalisé couramment dans le but notamment aléseé des hybridomes synthétisant des

anticorps anti-Fas.

Ces constatations et I'absence de pathologie obsashiez les souris du lot L, nous
amene a nous poser la question d'une spécificitéonale de la protéine Fas. Dans cette
hypothése, plusieurs travaux récents ont mis esie@ee des différences dans les pathologies
induites par des anticorps anti-Fas agonistesndtisti Ainsi, I'anticorps anti-Fas RK-8,
administré en intra-péritonéal a des souris, indeigraves lésions thymiques mais seulement
une tres faible atteinte de la rate et du foielidvérse, I'anticorps anti-Fas Jo2 induit, dans
les mémes conditions, une hépatite fulminante eap&ht Iétale (Nishimura-Morita et al.,
1997). De fagon plus surprenante, I'anticorps Rig&met chez des sougkd déficientes en
FasL de prévenir les syndromes lymphoproliféragsociés a cette mutation ce qui prouve
son effet agoniste dans le systeme immunitaire.e@agnt, il ne provoque pas datteinte
hépatique contrairement a Jo2 (Nishimura-Moritaalet1997). Plus récemment, il a été
montré que l'anticorps anti-Fas HFE7A injecté a slagris induit 'apoptose des thymocytes
sans hépatotoxicité. De plus, cet anticorps pretiédes souris de I'hépatite fulminante
induite par Jo2 (Ichikawa K et al., 2000). Ces d@av étayent I'hypothese de plus en plus
avancée de l'existence d’'une spécificité cellulade la protéine Fas et laissent espérer
I'apparition de nouvelles thérapies immunologiquessées sur I'utilisation d’anticorps
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agonistes ou bloguants de Fas spécifiques du slpdaire a traiter. |l pourrait ainsi étre mis
au point des traitements spécifiques du type @thulimpliqué dans des pathologies aussi
variees que I'hépatite fulminante, les syndromemplyoprolifératifs, ou les maladies

autoimmunes (Yonehara et al., 1999).

Dans notre modéle murin immun, seule limmunisatipar la protéine Fas
neuroblastique a permis d’observer une atteintatitépchez 4 des 5 souris de ce lot. Les
analyses ont permis de confirmer que cette hépatitet d’origine auto-immune, et
n'impliquait pas un phénomene infectieux ou tumaenals bien un processus lymphocytaire
inflammatoire. L'étude des anticorps présents demascites des souris N1 et N2 a permis de
détecter, en Western-blot, une réactivité pour pnetéine de 70 kDa exclusivement
neuronale qui reste a identifier. De plus, il alégent été détecté une forte réactivité contre
une protéine du foie de 50 kDa, et présentant lmendobilité électrophorétique que celle
reconnue par un anticorps anti-Fas. Ce résultajésagjue, comme lors des études réalisées
par les autres auteurs sur I'hépatite autoimmunenitue (Ogasawara et al., 1993 ;
Rodriguez et al, 1996 ; Nishimura et al., 1997, gs@t al., 2003), l'atteinte hépatique
observée pourrait étre induite par la voie de Eaamticorps agonistes induits. Ceci renforce
également I'hypothése de la spécificité cellulade Fas et évoque l'existence, au niveau
hépatique, d’'une forme protéique de Fas qui pard#tgeles épitopes communs avec la

protéine Fas neuroblastique.

De facon plus surprenante encore, les ascites d@sssN1 et N2 présentaient
également en Western-blot une réactivité unique poe protéine de 70 kDa exclusivement
neuronale. De plus, une protéine de migration &lphbrétique identique était reconnue par
I'anticorps anti-NF-L, ce qui suggeéere une réeacfivites anticorps contenus dans le liquide
d’ascite dirigée contre la sous-unité légere desrafaments. Il est possible que ces
anticorps anti-NF-L soient induits par une réatéidroisée entre la protéine Fas hépatique et
la sous-unité légere des neurofilaments et poucaitespondre a un épitope commun a ces
deux protéines. Des travaux précédents, réalisédep®r Yi (thése de I'Université de
Limoges, 1999) dans notre laboratoire, étayenedsgtpothese puisque, en Western-blot, des
anticorps anti-Fas commerciaux peuvent reconnéatrprotéine NF-L et inversement. De
plus, 'immunisation de souris avec des neurofilategermet de détecter dans leurs sérums

la présence d’anticorps anti-Fas (Girard M., thdss€Université de Limoges, 2000).
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En outre, les anticorps anti-NF-L sont associésr (fodes 5 souris du lot N a des
troubles moteurs et nous pouvons donc nous interregr leur rbéle potentiel dans leur
apparition. La présence d’anticorps anti-neuroféatma déja été mise en évidence dans 25 %
des sérums de malades atteints de SLA (Couratedr £998) de méme que le réle important
du déréglement de I'expression de la sous-unitéréédes neurofilaments dans le processus
dégénératif motoneuronal (Lee et al, 1994). Deaite if est possible que ces autoanticorps
anti-NF-L soit a I'origine des troubles moteurseatdés chez les souris du lots N, mais que le
syndrome hépatique ne permette pas une survie ¢ tki)me suffisante des souris pour

observer des syndromes moteurs marqueés par urlggiara
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EXPRESSION DE FAS PAR LES NEURONES
MOTEURS HUMAINS FOETAUX

L’ensemble de ces résultats a été publié (Lautettééd., 2003) (Publication n°2).

Les études réalisées par immunofluorescence dansulteres primaires de cerveaux
et de moelles épinieres d’embryons humains agé® demaines, avec deux anticorps
monoclonaux distincts, dirigés contre la protéinas Fhumaine, ont montré que les
motoneurones humains expriment de facon constuévécepteur Fas ce qui n'avait jamais

étée précédemment rapporté.

L'identification des motoneurones a été baséeesucaractéristigues morphologiques
(corps cellulaire de grande taille, cellules de nfer pyramidale) et les données
immunocytochimiques obtenue avec I'Ac SMI-32 quit e;n marqueur reconnu des
motoneurones humain spinaux. Cependant, ’'Ac SMiH32que €galement un sous-ensemble
de neurones non cholinergiques du locus niger dacsrveau adulte (Gai et al., 1994). De ce
fait, nous avons également utilisé un Ac anti-dctlinestérase pour identifier les neurones
cholinergiques en double marquage avec un autrmdéwoclonal anti-Fas (B-G30), bien que
I'expression de l'acétylcholinestérase ait été iateggportée dans le locus niger, le locus
coeruleus et les noyaux du raphé chez le macagesulm et al., 1984) et chez 'homme
(Mizukawa et al., 1986). De ce fait, on ne peutlerecque I'expression de Fas dans le cerveau
foetal humain pourrait ne pas étre limitée a laytajon motoneuronale. Cependant, la
combinaison des caractéristiques morphologiquds®tésultats de double immunomarquage

rendent cette hypothese peu probable.

De plus, I'étude des coupes de cerveau et moeté@ép d’embryon humain de 10
semaines a donné des résultats similaires avecamélation pour le marquage des aires
motrices par les Ac SMI-32 et anti-acétylcholinezsé, et le marquage par les Ac anti-Fas B-
G27 et B-G30. Ces résultats prouvent que I'expyesde Fas par les motoneurones foetaux
humains est constitutive et non un artefact liés conditions de culture. De plus, une seule

zone qui correspond a l'aire motrice a été marqueriveau des coupes de cerveau et moelle
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épiniére, ce qui donne un argument supplémentairdageur d’'une expression de Fas
restreinte aux neurones moteurs. Une telle spééifitexpression de Fas suggére que ce
récepteur membranaire pourrait jouer un réle ingrdrau cours du développement des aires
motrices. Ces résultats sont en accord avec cetoegemment obtenus avec les cultures
primaires de cerveaux et de moelles épinieres éxetd¢ rat (Raoul et al., 1999; Yi et al.,
2000). De plus, dans des expériences realeéewo, I'expression neuronale de Fas a aussi
éte détectée par des méthodes immunohistochimidaes le cerveau de souris juvénile

normale, sans précision cependant sur la populdgameurones impliquée (Park et al., 1998).

Dans nos conditions de culture, les cellules agtaires ou microgliales humaines ne
sont pas marquées par les anticorps anti-Fas.doatiaste avec les données précédemment
obtenues chez la souris qui ont montré une expmesinstitutive de Fas dans les cultures
d’astrocytes et de microglie isolés du cerveaualgis nouveau-nés (Lee et al., 2000). Chez
I’'hnomme cependant, I'expression de Fas par lesleslgliales humaines reste controversée.
Dans I'étude de Choi et al. (1999) sur des cultpriesaires de cellules gliales de foetus ou de
cerveaux adultes, I'expression de Fas était catigét restreinte aux astrocytes, et augmentée
par I'lL-1, I'lL-6, I'lFN-vy et le TNFea. Cependant, dans une autre étude, I'expressidiasia
été détectée seulement au niveau des oligodendsodgins le cerveau adulte (D’'Souza et al.,
1996), et celle-ci pouvait également étre augmeps&rd'IFNy (Pouly et al., 2000). Enfin,
dans une étude réalisée avec des cultures primdéreerveaux de fcetus ageés de 12 a 16
semaines (soit 3 semaines plus tard que dans r&trde), Fas était détecté par
immunomarquage au niveau des astrocytes mais pasl@®neurones (Becher et al., 1998).
Ces controverses suggerent I'existence de varmtlans I'expression de la protéine Fas selon
le stade de développement considéré et la préseossible de facteurs de stimulation
contenus dans le milieu de culture. Cette derrpessibilité montre par ailleurs I'importance
de I'étude de l'expression de Fas sur des sectigsslaires qui a confirmé les données

obtenues en culture.

Un autre facteur qui pourrait influencer I'expresstle Fas dans les cultures primaires
est le choix du substrat. D’apres I'expérience ragiée du laboratoire, les puits de culture ont
été revétus de collagene afin de servir de suppadhérence cellulaire aux cultures mixtes
contenant des astrocytes étalés sur lesquels sdogpent des neurones regroupés en amas

(Jauberteau et al., 1993; Yi et al., 2000). Biee gette technique soit plus fréquemment
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utilisée pour obtenir des populations gliales, n@wons observé que ces conditions
permettent d'obtenir une croissance des neuroreesuae fasciculation des neurites, similaire
a celle qui est observée dans des conditions pbygsjoes. Beaucoup de substrats ont été
employés dans les cultures de neurones, notammesit composants de la matrice
extracellulaire tels que le collagene 1V, la lam@ila fibronectine, mais aussi des substrats
artificiels comme la poly-D-lysine. Le collagéneé® depuis longtemps décrit comme étant
extrémement sélectif de la croissance neuronalendkayev et al., 1989), mais plusieurs
auteurs ont montré que le substrat utilisé powuléure des neurones pouvait influencer la
morphologie cellulaire (Lochter et al., 1995) owctaissance des neurites (Detrait et al., 1998;
Savettieri et al., 1998) de fagon différente semtypes de neurones. Les composants de la
matrice extracellulaire peuvent aussi réguler féinciation des neurones corticaux (Ferri
and Levitt, 1995). De plus, les astrocytes séctdeefacteur de stimulation des neurites qui
peut stimuler la croissance des axones dans lkegesePC12 (Wujek et Akeson, 1987; Wujek
et al., 1990). De ce fait, plusieurs conditionscdkures motoneuronales ont été décrites (Bar,
2000) avec divers substrats d’adhérence celluditexpression de Fas pourrait différer dans
ces différents modéles. Cependant, I'expressiofRadepar les motoneurones fcetaux a été
détectéein vitro mais aussiex vivo au niveau des sections de tissu suggérant que cett

expression est constitutive et non induite paraorslitions de culture.

Dans les conditions basales de culture, seulegjge®licellules de type astrocytaire
(GFAP-positive) sont en apoptose. Cette apoptosst probablement pas liée a la voie de
Fas, car elle ne varie pas apres exposition a Easlest pas inhibée par I'inhibiteur de la
caspase-8. Cette apoptose basale est probableméental nos conditions de culture,
notamment l'addition de cytosine-arabinoside pen@dh qui peut activer I'apoptose par la
voie oxydative (Michel et al., 1997). Au niveau desotoneurones, FasL induit
significativement leur apoptose et celle-ci peu¢ @oquée par un inhibiteur de la caspase-8.
Ces résultats prouvent que le récepteur Fas exgramées neurones moteurs est fonctionnel,
et que la caspase-8 est impliquée dans la voiégdalisation de I'apoptose par Fas dans les
motoneurones. En accord avec ces résultats, laasas) qui est la caspase initiatrice
dominante de la voie apoptotique Fas dans d’auyess cellulaires (Varfolomeev et al.,
1998), est présente dans les cultures de motonesiam rat et dans le cerveau et la moelle
épiniere d’embryons de souris (Raoul et al., 199%9us récemment, chez des souris

transgéniques portant une forme mutante de la S@ptoduisant le modele expérimental de
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la SLA) ainsi que dans des motoneurones murins ynbaires normaux, Raoul et al (2002)
ont montré que la mort cellulaire des motoneurandsite par Fas est initiée par la caspase-
8.

Dans nos travaux précédents, nous avons constat@gjmotoneurones murins (Yi et
al., 2000) étaient plus résistants a I'apoptoseitedpar FasL que les cellules lymphoides T
Jurkat. De méme, dans I'étude actuelle, tandis4§@& des cellules Jurkat sont en apoptose
apres 24 heures d'incubation avec FasL, aucundageodes motoneurones n’est détectée et
seulement une partie de la population motoneuroestigositive en TUNEL au bout de 48
heures d’'incubation. Ceci suggeére I'existence fférdinces dans les voies de signalisation de
Fas entre les deux lignées. Parmi les hypothésesi¢ de signalisation de Fas pourrait étre
régulée par l'inhibiteur cellulaire de I'apoptos&lF (pour FLICE [Fas-associated death-
domain-like IL-1beta-converting enzyme]-inhibitogyrotein), un inhibiteur endogéene de
I'activation de la caspase-8 (Irmler et al., 19%#).effet, FLIP est fortement exprimée par les
motoneurones embryonnaires de rat et de sougmuetait étre impliqué dans la résistance de
50 % des motoneurones a l'apoptose induite par KRslboul et al., 1999). De méme, les
regroupements membranaires des récepteurs Fasuwuaféee des motoneurones pourraient
jouer un réle fonctionnel important dans l'initaati du signal apoptotique de Fas. En effet,
I'agrégation de Fas est une condition préalable pimguction de I'apoptose. Cremesti et al.
(2001) ont montré que la polarisation des regrowgrgsnmembranaires de Fas est nécessaire
pour une signalisation optimale de la voie Fas diess cultures primaire d’hépatocytes et
dans la lignée lymphoide T Jurkat. De ce fait,diéf€rences de sensibilité des motoneurones
a FasL pourraient étre dues a des différencesmagtition des regroupements membranaires
de Fas entre les motoneurones et d’autres étudesnticétre réalisées pour étudier les
regroupements de Fas a la surface membranairedéoison activation. Enfin, il est aussi
possible que les récepteurs Fas présents a lacsutés motoneurones qui sont résistants a
I'apoptose induite par FasL exercent d’autres fionst non apoptotiques, comme cela a déja
été montré dans d'autres lignées de cellules. Hat, efas peut également stimuler des
processus cellulaires tels que l'induction du factie transcription NF-kB (Kataoka et al.,
2000) ou la croissance neuritique (Desbarats ,€2@0.3). De plus, I'activation de la caspase-8
par le récepteur Fas (Kennedy et al., 1999) et FAR&®wton et al., 2001) est nécessaire pour
la prolifération des cellules T.
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L’expression d'un récepteur Fas fonctionnel a lafame des neurones moteurs
humains est importante du fait de sa capacité @nadlapoptose. En effet, une apoptose liée
a la voie de Fas a été impliquée dans plusieutofmafies du systéme nerveux humain telles
que la sclérose en plaques (D' Souza et al.,, 1986)son modéle expérimental
'encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Qiusat al., 2001); la maladie
d’Alzheimer (Morishima et al., 2001; Ferrer et 001) ; et, de facon plus controversée, dans
la maladie de Parkinson (Jellinger, 2000; Gomeal.e2001). Nous avons également mis en
évidence lors de I'étude précédente le role deopapse par la voie Fas dans la SLA (Yi et
al., 2000). Fas est aussi impliqué dans l'apoptassociée a l'ischémie des accidents
vasculaires cérébraux (Matsuyama et al., 1995; iMatitlalba et al., 2001). Cependant, les
facteurs qui régulent I'expression de Fas et sad®isignalisation au cours du développement

embryonnaire normal ou dans ces pathologies restesrinus et importants a déterminer.
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PURIFICATION DE CELLULES
NEURONALES IMMATURES

L’ensemble de ces résultats a été publié (Lautettééd., 2003) (Publication n°3).

L’étude morphologique de la lignée neuroblastiqi®eSY5Y suggere fortement la
présence de deux stades de différenciations disttacsein de la méme lignée en culture. En
effet, les cellules sphériques, regroupées en sphases, et de faible adhérence, présentent
des criteres caractéristiques des cellules newsnmhmatures. A l'inverse, les cellules
étalées, adhérentes et avec des expansions neesitprésentent un phénotype de cellules

neuronales plus différenciées.

L'absence de marquage avec l'anticorps anti-GFAlhel’'part, et le marquage au
niveau de toutes les cellules par I'’Ac anti-NF-M NE&-L d’autre part, montrent que cette
lignée est constituée exclusivement de cellulesramales. De ce fait, I'hétérogénéite
morphologique observée ne peut étre expliquée gudapprésence de cellules neuronales a
différents stades de différenciation.

Ceci est conforté par le tri en SAFFF qui isoleBytations bien distinctes.

Les cellules de la fraction intermédiaire F2 présenun profil d’expression de Fas et
de N-CAM similaire a celui qui est observé pourfrizction totale d’élution (TP) avec des
cellules co-exprimant pour la plupart les réceetias et N-CAM. De fagon intéressante,
pres de 97 % des cellules de la fraction F1, clugstipar les cellules étalées et adhérentes,
expriment la molécule d’adhésion N-CAM alors questpeu d’entre elles expriment le
récepteur Fas. Au contraire, la population F3, cosgp des petites cellules faiblement
adhérentes organisées en amas, est constituédlulescexprimant presque uniquement le
récepteur Fas (98 % des cellules expriment Fasudtdraent 4 % la N-CAM).

Ces résultats suggéerent que la technique de SdEffrep de purifier, au sein de la
lignée SH-SY5Y, deux stades de maturation des lesllmeuronales qui présentent des

propriétés distinctes tant au niveau morphologique par I'expression de Fas et de N-CAM.
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Les cellules de grande taille éluées dans la tladfl correspondraient aux cellules
neuronales les plus différenciées, identifiees @apgeurs morphologie mais également par

I'expression de la N-CAM qui est restreinte auxyapons neuronales différenciées.

Les cellules de la fraction F2 pourraient étre mléf comme un stade de
différenciation intermédiaire, la majorité des okl de cette fraction coexprimant le
récepteur Fas et la protéine N-CAM.

La population F3 exprimant le récepteur Fas comedmit a des cellules neuronales
tres immatures, peu adhérentes et formant des sgh&#pes comme cela a été decrit
précédemment pour les précurseurs neuronaux (Rab, €999 ; Singleton et al., 2000).
L’expression de Fas par les cellules les plus immeatpourrait suggérer que celui-ci joue un
réle important au cours du développement embryoen@ir, 'apoptose intervient au niveau
du SN durant le développement embryonnaire au cdurse période appelée ‘période de
mort cellulaire physiologique’ (Oppenheim, 1991)upcéliminer les neurones dont les
connections synaptiques ne sont pas établies atidonelles (Catsicas et al., 1987). De plus,
le r6le potentiel de I'expression de Fas dansdalegion de 'apoptose neuronale au cours du
développement a été récemment suggéré (Cheema., el98). Cependant, Fas peut
également induire la prolifération cellulaire (Atden et al., 1993 ; Miossec et al., 1997 ;
Wilhelm et al., 1998 ; Alam et al., 1999 ; Kennestyal., 1999). De ce fait, les cultures de la
fraction F3 pourraient servir de modele d’étudevitro facilement accessible pour étudier
I'activation de Fas par FasL dans des populatianganales trés immatures, ainsi que son

r6le dans le développement et la mort apoptotiqueanale.

Un point important est I'absence de prolifératiande différenciation des cellules des
fractions F1 ou F3 remises en culture, alors quiealetion F2 ou TP reproduit une culture
normale. Ces résultats suggeéerent qu'une coopérat@iulaire est nécessaire entre les
populations différenciées et immatures pour pemmd# différenciation et la prolifération
cellulaire. Des travaux doivent étre poursuivismalie déterminer les populations qui sont
responsables de prolifération ou de différenciatéonsi que celles qui sont capables d’activer
I'une ou l'autre de ces voies.
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L'’ensemble de ces résultats suggerent que la ligreégoblastique SH-SY5Y est
hétérogene, et contient des cellules neuronaléf$éaetits stades de différenciation cellulaire

dont une tres immature qui exprime Fas et formendesosphéres.

Ces travaux permettent d’envisager un nouveau typride des cellules souches
neuronales a partir de lignées neuroblastiquesftet la numération au bleu Evans montre
gue la séparation en SAFFF ne diminue pas la i@béllulaire aprés la remise en culture des
fractions triées. De ce fait, la SAFFF permet déabtrapidement et de facon reproductible
des cellules neuronales a des stades de diffetemcidistincts, a partir d’'une lignée

cellulaire.

Celles-ci pourraient étre utilisées afin d’étudies mécanismes de différenciation
neuronale, et tout particulierement les facteupmbkes d’'induire des populations de neurones
moteurs ou dopaminergiques. De méme, leurs prégrigtolifératives pourraient également
étre étudiées ainsi que l'action d’activateur ountdbiteur de la prolifération dans les

fractions immatures et différenciées.

Enfin, ces études pourraient également étre effesin vivo, avec des greffes chez
des souris normales ou présentant des modelestio@qeaes neuronales, ce qui permettrait

d’étudier leurs propriétés tumorigenes ou neur@mégatrices.
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PHOSPHORYLATION EXTRACELLULAIRE
DU RECEPTEUR FAS

L’ensemble de ces résultats est en préparationgmuumission a publication.

Alors que I'implication des phosphorylations daawbie Fas est a présent clairement
établie (Holmstrom et al., 2000 ; Chen et al., J9%s cibles, les mécanismes et le réle
biologique des kinases impliquées ne sont pas erdacidés. Or, l'activité ectokinase est a
présent bien établie (Skubitz et al., 1991 ; Rwo#t al., 1992 ; Dusenbery et al., 1988 ; Chen
et al.,, 1996 ; Hatmi et al., 1996 ; Paas et al9Q919Babinska et al., 2000) et a été plus
récemment mise en évidence a la surface des cdllgeimpliquée dans la régulation des
fonctions du TCR (Redegeld and al., 1997). De ¢g fous avons étudié une possible
phosphorylation extracellulaire du récepteur Fascpa kinases et leur implication éventuelle

dans la régulation de ses fonctions pro-apopotiques

Dans des conditions basales de culture, nous alétesté par Western-blot a l'aide
d’anticorps anti-Fas distincts (C-20 et 3D5) latpime Fas monomérique (50 kDa) ainsi que
les agrégats de Fas de 116 et 180 kDa. Ces agdgltprotéine Fas ont déja été décrits par
plusieurs auteurs (Kamitani T, 1997 ; Ruiz-Ruiz tCak, 1999; Lee Y et al., 2001) mais
uniguement apres I'exposition des cellules & FagLaoun anticorps anti-Fas agoniste.
Cependant, grace a l'utilisation d’'un systéme dettylbride, Papoff et al. (1999) ont montré
que Fas possédait un domaine d’oligomérisationpedéant de son ligand. De plus, Siegel et
al. (2000) ont montré que des complexes de récepteas pré-associés existaient dans la
membrane des cellules vivantes en I'absence de [Easaccord avec ces travaux, nous avons

pu détecter par Western-blotting des agrégats selfias des conditions basales.

Cependant, aucune phosphorylation de la protéisemtfemomérique n’a été détectée
dans les conditions basales. En revanche, une pbiodation a été détectée au niveau de
'agrégat de Fas de 116 kDa mais pas dans I'agaaB80 kDa. C’est a notre connaissance
la premiére fois qu’'une phosphorylation extracell@ du récepteur Fas est rapportée. La
phosphorylation des agrégats de Fas de 116 kDa dsgonditions basales suggere que

137



I'activité ectokinase a la surface des cellulesirkdt est constitutive. Cependant, 'absence de
phosphorylation du récepteur Fas monomérigue maqnteel’agrégation de Fas est un pré-

requis pour la formation d’un site conformationaelif de phosphorylation extracellulaire.

Apres exposition des cellules a FasL, les monom@eeSas ainsi que les agrégats de
116 et 180 kDa sont toujours clairement détectasi @jue des agrégats de 220 kDa déja
décrits par d’autres auteurs (Kamitani et al., 19iiz-Ruiz et al., 1999; Lee et al., 2001)
mais les phosphorylations extracellulaires étatenjours restreintes aux agrégats de 116
kDa.

L'utilisation d’inhibiteurs extracellulaires de paotéine kinase C (K252b ou le peptide
inhibiteur de PKC 19-36) permet de bloguer comph&tet la phosphorylation extracellulaire
des agrégats de Fas a 116 kDa, montrant que ceilgplique des ecto-PKC. De plus, ces
inhibiteurs d’ecto-PKC augmentent la quantité déagts de Fas de facon plus importante que
FasL, et permettent également de détecter I'agrdgdiaut poids moléculaire de 220 kDa
méme dans des conditions basales. Ces résultajersng donc que les protéines kinases C
extracellulaires régulent la formation des agrégatdhiaut poids moléculaire de 220 kDa en
phosphorylant les agrégats de 116 kDa. L’'absengehdsphorylation au niveau des agrégats
de haut poids moléculaire (180 et 220 kDa) suggaeeseuls les agrégats non-phosphorylés
peuvent former des agrégats de plus haut poidscuoiaiée et que, en outre, une activité
ectophosphatase (Zhang et al., 2002) pourrait ebalancer ces ecto-PKC pour induire la

formation d’ agrégats de haut poids moléculaire.

Cette régulation extracellulaire de I'agrégationF#es pourrait jouer un role capital
dans sa voie de signalisation. En effet, Papo#l.e1999) ont montré que la formation des
complexes de pré-association de Fas dépendait ddomaine extracellulaire
d’oligomérisation indépendant du ligand. De pluss complexes sont un pré-requis pour la
fixation de FasL et la transmission du signal apogue (Siegel et al., 2000). De ce fait, nous
pouvons supposer que la phosphorylation extrae@iéulde Fas par les ecto-PKC régule la
formation des complexes de pré-association de Fas I'pjout de résidus chargés
négativement qui les déstabilisent et empéche ainsi oligomérisation spontanée des
récepteurs. Une telle régulation des fonctions Fées par des molécules chargées
négativement a déja été proposée dans le casdgia\ation de surface de Fas (Keppler et
al., 1999).
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Bien qu’aucune donnée préalablement rapportée misg en évidence une
phosphorylation extracellulaire du récepteur FagpHosphorylation du récepteur Fas a déja
été mise en évidence dans le domaine intracytojd@enproximal de la membrane (Kennedy
et al., 1998).

Comme aucune différence n'a été détectée entrégiaesice nucléique des ADNc de
Fas de la lignée lymphocytaire T Jurkat utiliséealte qui a été décrite dans la littérature,
cette ectophosphorylation n’est pas un artefacadine mutation du gene de Fas dans la
lignée utilisée pour cette étude. La prédiction sliéss potentiels de phosphorylation par la
protéine kinase C dans la partie extracellulairé-dg a permis de mettre en évidence 3 sites
potentiels. De facon intéressante, le premier #gé slans le domaine de pré-association
indépendante du ligand, décrit par Siegel et aR@d0. De ce fait, la phosphorylation de ce
site par des ecto-PKC pourrait directement modidégomérisation de Fas indépendante de
son ligand et l'activation de I'apoptose. Ce mésard de modulation extracellulaire de Fas a
été suggéré par Papoff et al. (1999) et décritSpegel et al. (2000) bien gu’aucun des deux

n’en aient identifié le facteur.

Les deux autres sites de phosphorylation sontssida@s le domaine de fixation du
ligand, au niveau de sa jonction avec le PLAD. Bdatit, ils pourraient également agir sur
I'oligomérisation de Fas indépendante de son ligamais également sur I'affinité de liaison

de FasL a Fas et moduler ainsi sa voie de sigtialisa

Le role de l'ectophosphorylation de Fas dans la utadtbn des regroupements
membranaires du récepteur et I'induction d’apopteston le modeéle proposé par Algeciras-
Schimnich et al. (2002), au cours de la signalisatie Fas aprés son activation, peut étre
ainsi proposé. Nos résultats montrent que l'inlohitdes ecto-PKC augmente fortement le
regroupement de Fas a la membrane, mais égalefapoptose (détectée par TUNEL ou
ELISA-apoptose), et ce dans les conditions basalespres activation de Fas par FasL. Ces
résultats prouvent l'implication des ecto-PKC ddes regroupement membranaire de
récepteurs Fas et I'apoptose induite par ceux-ci.

L’inhibition des ecto-PKC augmente fortement I'afmge méme a I'état basal. De
facon similaire, Rudert et al. (1997), a l'aide meepteurs chimériques CD40/CD95, ont

également montré que Fas peut induire I'apoptosabeance de FasL, et ceci sous une forme
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simplement dimérique, pourvu que sa conformaticatiaje permette la transmission de son
signal. Ces résultats suggerent donc que les édbdgissent en amont du signal transmis
par la fixation du ligand, de facon tres précocesdéa voie de signalisation de Fas,

probablement au niveau des complexes pré-assczieasd

De plus, le blocage des ecto-PKC apres expositemnogllules & FasL entraine une
forte augmentation des regroupements membranaréssl et des cellules en apoptose. Cette
apoptose est diminuée de moitié par I'inhibiteudaleaspase-8, et ce avec ou sans blocage
des ecto-PKC. Ces résultats montrent que les dt-fégulent négativement I'apoptose
induite par la voie de Fas, en agissant de fac@eoge au niveau de la formation des
regroupements membranaires de Fas a la membrasmiglee, prévenant ainsi I'apoptose

induite.

Plusieurs travaux précédents ont montré que latitm des PKC par des esters de
phorbol prévient I'apoptose induite par Fas (Ruidz~et al., 1997 ; Gomez-Angelats, 2001 ;
Herrant et al., 2002 ; Busulttil et al., 2002). Desp Ruiz-Ruiz et al. ont montré en 1999 que
le PDBu permet de prévenir I'agrégation de Fasradenbrane et I'apoptose induite par FasL
par une voie dépendante de la PKC. Les esters @bglhsont des activateurs puissants des
PKC qui activent également les ecto-PKC, cettevatitin pouvant étre completement
bloquée par l'inhibiteur d’ectokinase K252b (Sadtoal., 1999). Aprés exposition a FaslL, le
PDBu prévient I'apoptose induite par FasL (Gomegdats, 2001 ; Herrant et al., 2002 ;
Busuttil et al., 2002). Or, Ruiz-Ruiz et al. (199®% montré que I'inhibition du regroupement
membranaire de Fas et de son apoptose par la RftGnélépendante de la voie des MAPK.
De ce fait, nous pouvons proposer, d’aprés nosresapavaux que cette inhibition est due a
des ecto-PKC.

L'implication du domaine extracellulaire de Fas pdinhibition de sa voie de
signalisation par la PKC a déja été montrée pareRuet al en 1997, mais c’est a notre
connaissance la premiére fois qu’il est montré régeilation de la voie de signalisation de
Fas par la phosphorylation de son domaine extrdaet.

D’aprés I'ensemble des résultats obtenus dans éitk, nous pouvons proposer un
nouveau modele de régulation de la voie de siggi#bn du récepteur Fas, par des protéines

kinase C extracellulaires. Ces ecto-PKC agiraierfagon tres précoce dans la voie de Fas, en
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phosphorylant les agrégats de Fas de faible poideamlaire. Elles permettraient ainsi

d’éviter la formation spontanée d'agrégats de Fabalit poids moléculaire, par le domaine
extracellulaire d’oligomérisation indépendant dgahd. Ce mécanisme permettrait de réguler
la quantité de Fas présent sous forme pré-assaci@emembrane et pourrait de ce fait

prévenir le regroupement de Fas a la membrandaietiuet donc I'apoptose.

Cette nouvelle voie de régulation de Fas pourmief un réle tres important car le
récepteur Fas possede un role clé dans l'organismog, particulierement au niveau du
systéeme immunitaire, ou Fas permet d'une partédaler les populations lymphocytaires, et
d’autre part, d’éliminer les cellules de I'organesiimfectées par un virus ou tumorales. De ce
fait, le blocage de la mort cellulaire induite p@as induit la survie de populations
lymphocytaires auto-réactives comme cela est obsgrez les souripr etlpr® possédant un
gene Fas non —fonctionnel et qui développent dagemathologies autoimmunes tels qu’un
syndrome « lupus-like » et une glomérulonéphritdgeéhi et al., 1993). Chez 'homme, les
mutations du géne Fas entrainent des pathologmephigprolifératives T (Le Deist et al.,
1996). Le blocage des ecto-PKC pourrait ainsi pdrmée sensibiliser a I'apoptose induite
par Fas des cellules normalement résistantes cowcefee est retrouvé dans plusieurs
processus tumorigénes (Hug et al, 1997), permetiarsdi la destruction de ces cellules

anormales par le systéme immunitaire.

Cependant, d’autres études doivent étre menéegmamt la régulation des ecto-PKC
ainsi que des ecto-phophatases qui leur sont &@sodtn outre, il est possible que I'activité
des kinases et phosphatases extracellulaires atiffeselon les types cellulaires, jouant
éventuellement un réle dans la spécificité celtelae la protéine Fas mise en évidence dans
nos études précédentes. Enfin, comme elles modalesdi directement le regroupement
membranaire de Fas et 'apoptose, elles pourrgert un role clé dans les pathologies liées
a la protéine Fas (Redegeld et al., 1999), telleslg tumorisation, I'hépatite autoimmune, ou

encore des maladies neurologiques (sclérose lat@énayotrophique).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les mécanismes pathogéniques de l'atteinte sébeamt motoneuronale de la SLA
sont encore inconnus. Nos travaux apportent deanegts en faveur, d'une part de
I'implication d’'un processus apoptotique au coueslal SLA, et d’autre part de I'hypothese
d’'une participation autoimmune a la pathogénie eigains cas de formes sporadiques de la
SLA. En effet, la découverte d’autoanticorps amsFlans 26 % des sérums de malades
atteints de SLA pose la question de leur role dami®générescence motoneuronale, d’autant
plus que l'apoptose induite par ces sérums de malasur des cellules humaines
neuroblastiques ou des motononeurones murins@gidx® par I'inhibiteur de la caspase-8, ce

qui suggere le role pro-apoptotique de ces autoaps, au moinm vitro.

L'implication de ces autoanticorps dans le processeurodégénératif de la SLA est
en outre renforcée par la mise en évidence quadeasones moteurs de rat expriment le
récepteur Fasn vivo et in vitro, et de plus sont sensibles a I'apoptose induite lpa
stimulation du récepteur par FasL ou un anticogmneste. Enfin, les études réalisées chez
’lhomme avec des cultures primaires de neuroneaufoetais aussi avec des coupes de
moelle épiniere et de cerveau de foetus de 10 semairt permis de montrer que le récepteur
Fas est exprimé par les motoneurones humains &idiéé leur sensibilité a I'apoptose
induite par son ligand. Cependant, les motoneurdnesains apparaissent relativement
résistants a I'apoptose induite par la voie Fagjest études complémentaires doivent étre
réalisées pour déterminer les facteurs impliquéss deette résistance et les voies de
signalisation de Fas dans les neurones moteurkes@rlpourraient aboutir a la recherche de
nouvelles molécules thérapeutiques inhibitrices lalevoie de Fas qui pourraient étre
envisagées dans le traitement des formes sporadidgieSLA associées a des taux élevés
d’autoanticorps anti-Fas.

Il semble également important de préciser le ralerécepteur Fas au niveau des
neurones humains foetaux. Comme la culture de esllturonales fcetales ne permet pas de
disposer de grandes quantités de cellules, nowsn& également étudié avec la lignée

neuroblastigue humaine SH-SY5Y. Dans cette ligmémjs avons mis en évidence une
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hétérogénéité de I'expression de Fas. Le tri ddales de cette lignée neuroblastique par
SdFFF a permis d'obtenir trois populations distisctd’'une part, selon des critéres
morphologiques, et d’autre part, dans I'expressioleur surface du récepteur Fas et de la
molécule d’adhérence N-CAM. Cette étude suggemdaence dans cette lignée de cellules
neuroblastiqgues a des stades distincts de diffixgoe. La SAFFF permet de séparer ces
populations qui pourraient servir de modéle d'étudeitro des stades de différenciation
neuroblastiqgues. Des études doivent étre menémsdafimieux caractériser les stades de
différenciation de ces populations et d’étudierflsteurs induisant leur prolifération et leur

différenciation.

A lissue de ces travaux, deux questions majeurdsété évoquées. La premiere
concernait l'origine et le réle de ces autoantisogmti-Fas. Ces autoanticorps sont-ils a
I'origine de la dégénérescence motoneuronale, en bont-ils induits consécutivement au
processus neurodégénératif pour lequel ils auraeantuellement un réle aggravant ? La
seconde question concernait la spécificité de cwsaaticorps anti-Fas, car alors que le
récepteur Fas est exprimé par un grand nombre li#esede I'organisme dont les cellules
hépatiques et du systeme immunitaire, aucune nsiaifen sévére associée a Fas dans ces
types cellulaires n'a été jusque-la décrite au €ale la SLA. De plus, les Ig purifiées d’'un
sérum de malade présentant un taux important datitmrps anti-Fas induisaient I'apoptose

d’une lignée neuroblastique humaine mais pas daliee lignée lymphocytaire T.

De ce fait, nous avons poursuivi nos travaux ereld@pant un modele de souris
immunisées par les protéines Fas neuroblastiquéyrmphocytaire humaines. De facon
surprenante, bien que les deux lots de souris alémtloppé des taux significatifs et
identiques d’autoanticorps anti-Fas, seules lesisammunisées avec la protéine Fas
neuroblastique ont développé une pathologie. Eet,gffusieurs de ces souris ont développé
une hépatite autoimmune, comme cela a déja été gécrd’autres auteurs avec l'injection
d'un anticorps monoclonal anti-Fas agoniste. Cewatix suggerent I'existence d’une
spécificité cellulaire de la protéine Fas au nivdas neurones comme d’autres auteurs I'ont
déja suggéré pour les cellules hépatiques et immites. Cependant, le rdle des
autoanticorps anti-Fas dans I'atteinte motrice 8o# confirmé par des études histologiques.
Cependant, I'absence de Iésion chez les souris ima@es avec la protéine Fas lymphocytaire
suggere gue les autoanticorps anti-Fas obtenus laveat immunisé par la protéine Fas
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neuroblastiqgue possedent des spécificités findérdiftes de celles des autoanticorps induits
par la protéine Fas lymphocytaire. Il semble donpdrtant de répéter ces travaux afin d’'une
part, de confirmer les résultats obtenus, et déapart, de créer des hybridomes a partir des
lymphocytes B de souris pour caractériser les fipgés des anticorps induits. En outre,
I'obtention d’anticorps spécifiques d’'un type cédive de Fas pourrait permettre d’envisager
de nouvelles thérapies immunologiques a l'aide titarps anti-Fas bloquants pour les
hépatites auto-immunes ou la SLA, ou bien des amusc anti-Fas agonistes pour

I’élimination de cellules tumorales telles que egltles lymphomes.

Enfin, de nombreux travaux, dont ceux réalisés aursc de cette étude, suggerent
I'existence d’'une spécificité cellulaire de la @ioe Fas. Celle-ci pourrait étre due a des
modifications post-traductionnelles du récepteus, kgace a des phosphorylations ou des
glycosylations. Dans cette hypothése, nous avors eni évidence la phosphorylation
extracellulaire du récepteur Fas par des protéumesses C extracellulaires. De plus, nous
avons également montré que cette ecto-phosphanylaégule de fagon précoce le signal
apoptotique de Fas et empéche I'oligomérisatiofrale a la membrane en I'absence de son
ligand. De ce fait, il semble important d’étudiardhosphorylation extracellulaire de Fas dans
d’autres types cellulaires afin de déterminer sid@ dans la sensibilité spécifique des cellules
a 'apoptose induite par FasL et éventuellemens daspécificité cellulaire de Fas. Toutefois,
la glycosylation de Fas semble également un pongortant a veérifier car de nombreux
auteurs ont montré gu’elle variait selon les typebulaires et ainsi ces résidus glucidiques

pourraient jouer un rdle important dans la spétdficellulaire de Fas.
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