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Résumé

Ces travaux ont été consacrés a I’étude de récepteurs de la superfamille des TNF-R et
de signaux impliqués dans la mort et/ou la survie cellulaire dans les lignées humaines
neuroblastique SH-SYS5Y et gliale U87-MG. Les neuroblastomes et glioblastomes
correspondent a des tumeurs, a haut pouvoir tumorigéne, issues de cellules du systéme
nerveux dont le pronostic est grévé par la résistance aux traitements classiques de

NTR et

chimiothérapie. Dans un premier temps, une étude des récepteurs pro-apoptotiques p75
Fas a mis en évidence leur étroite interaction dans les cellules SH-SYSY, I’activation
simultanée de ces deux récepteurs conduisant a une protection cellulaire contre 1’apoptose.
Par la suite, 1’étude in vitro de la lignée U87-MG a permis de déterminer les concentrations
optimales de FasL et d’étoposide aboutissant a un taux élevé d’apoptose et a une suppression
de la prolifération cellulaire. Ces résultats ont alors abouti a la mise au point d’un mode¢le in
vivo de xénogreffes dans des cerveaux de rats immunodéprimés. Ainsi, les greffes de cellules
U87-MG chez les animaux ont permis d’obtenir des tumeurs cérébrales, lesquelles ont
régressé significativement, a la suite d'un traitement avec FasL et étoposide. De plus,
I’association d'une troisiéme molécule, un corticoide (la déxaméthasone), a encore amélioré la
régression tumorale. Au regard de ces résultats, des études complémentaires ont été
entreprises afin d’optimiser les modeles de recherche thérapeutique anti-tumorale pouvant
étre envisagés. Ainsi, les cellules U87-MG, tres hétérogenes, ont été triées par SAFFF dans le
but d’une caractérisation fine quant au pouvoir tumorigéne et a la nature des récepteurs
exprimés sur chaque sous-population cellulaire. De plus, I’expression des récepteurs pro-
apoptotiques TRAIL-R a également été recherchée dans chacune des deux lignées, et des
inductions d’apoptose par le ligand TRAIL ont été initiées in vitro. Les résultats obtenus
permettent d’envisager un passage au modele in vivo afin de valider I’effet anti-tumoral de
TRAIL. Enfin, une étude de la séquestration cellulaire du récepteur pro-apoptotique p75~ ~
au niveau de I’appareil de Golgi a été réalisée sur la lignée cellulaire U-87 MG. En effet, la
séquestration du récepteur expliquerait la résistance des cellules a la mort cellulaire. Par

conséquent, la mise en évidence et la compréhension d’un tel phénomene ouvriraient de

nouvelles perspectives pour des traitements anti-tumoraux.

NTR

Mots-clé : apoptose, Fas, p75~ ", TRAIL-R, neuroblastomes, glioblastomes, tumeurs
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Abstract

This work was related to the study of several members of the TNF-Receptors
superfamily and of the signalling pathways leading to cellular death or survival, both in the
neuroblastoma SH-SYS5Y and glioma U87-MG human cells. Neuroblastomas and
glioblastomas correspond to highly aggressive tumors of the nervous system, which are often
resistant to classical chemotherapy treatments. First, the study of two pro-apoptotic receptors,

namely p75"™"

and Fas, pointed out their close interactions and showed that a simultaneous
activation of these two receptors led to a cellular protection against apoptosis. Then, an in
vitro study allowed us to optimise FasL and etoposide concentrations leading both to a high
apoptosis and a weak proliferation rate in the U87-MG cell line. The results could then be
used after the development of an in vivo model of xenografted cells in immunodeficient rat
brain. Thus, xenografts of U87-MG cells in rat brains led to cerebral tumor formation, that
significantly regressed upon treatment with FasL and etoposide. Furthermore, tumor
regression was even more marked by the concomitant administration of a corticoid, the
dexamethasone. Considering all these data, complementary studies were initiated such as to
improve the anti-tumoral treatments. For instance, the highly heterogeneous U87-MG cell line
was separated by SAFFF in order to determine precisely both the tumorigenicity and the
expressed receptors for each cellular sub-population. Furthermore, the TRAIL receptors
expression was looked for on both cell lines and experiments of apoptosis induction by
TRAIL ligand were conducted in vitro. The results encouraged us to switch to the in vivo
model to validate the anti-tumoral character of TRAIL. Last, a study of the pro-apoptotic
p75""™® retention in the Golgi apparatus was initiated in U-87 MG cell lines. Actually, such an
intracellular retention of the receptor could be responsible for the high resistance of the cells
to death. Therefore, both the demonstration and the comprehension of this retention

phenomenon would be helpful to elaborate new anti-tumoral treatments.

Keywords : apoptosis, Fas, p75NTR, TRAIL-R, neuroblastoma, glioblastoma, tumor
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Introduction

L'apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire programmée au cours
duquel des mécanismes complexes sont activés pour aboutir a la destruction de la cellule. Ce
"suicide cellulaire" est un événement clé en biologie car il intervient dans 1’équilibre entre
prolifération et dégénérescence cellulaire des organismes pluricellulaires, c’est a dire le
maintien de leur homéostasie. De plus, I’apoptose est un mécanisme "silencieux" pour
I’organisme. Il permet donc la régulation des populations cellulaires tout en respectant

I’intégrité de I’organisme.

L’apoptose survient naturellement au cours de I'embryogenese, du renouvellement
tissulaire et du vieillissement mais peut également se produire dans diverses conditions
pathologiques. En effet, un dysfonctionnement des mécanismes régulateurs de 1’apoptose va
avoir des concéquences pathologiques. Ainsi, un défaut d’apoptose va entrainer des
syndromes prolifératifs et des transformations tumorales, tout particulierement au niveau des
cellules a renouvellement rapide comme celles du systtme immunitaire (lymphome,
leucémie) (Bai et al., 2005). A I’inverse, une activation anormale va aboutir a un phénomene
de dégénérescence qui est responsable de la survenue de nombreuses maladies
neurodégénératives telles que la maladie d’ Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la sclérose

latérale amyotrophique (Honig et Rosenberg, 2000).

Parmi les molécules impliquées dans [’activation du processus apoptotique, les
membres de la superfamille des récepteurs au TNF/NGF ("tumor necrosis factor/nerve growth
factor") sont fréquemment étudiés. Parmi ceux-ci, il est possible de citer le récepteur Fas (Apo
1 ou CD95), le récepteur de faible affinité des neurotrophines (p75™™"), ou les récepteurs de
TRAIL ("TNF-related apoptosis-inducing ligand")/Apo2L. Tous sont des récepteurs
transmembranaires qui possédent un domaine de mort intra-cytoplasmique. L’activation des
récepteurs par leurs ligands respectifs permet le recrutement de molécules adaptatrices qui
aboutit a ’apoptose, la prolifération ou la différenciation des cellules, selon les voies de

signalisations empruntées.



Le récepteur p75"'" est un récepteur de type I appartenant 4 la superfamille des
récepteurs au TNF/NGF. Quatre neurotrophines (NT) peuvent se lier avec la méme affinité
sur ce récepteur. Ce sont le NGF, le BDNF ("brain-derived neurotrophic factor") et les NT-3
et -4. L’activation du récepteur déclenche différentes cascades de signalisation, comme par
exemple la voie des caspases, la voie des céramides ou encore la voie du facteur nucléaire

NF-kB, et peut ainsi aboutir a la survie, a la différenciation ou a 1’apoptose cellulaire.

Fas, comme le récepteur p75NTR

, est un récepteur appartenant a la superfamille des
récepteurs au TNF/NGF. La fixation de son ligand naturel (FasL), ou d’un anticorps anti-Fas
agoniste, permet son oligomérisation et entraine le recrutement et 1’activation de la caspase-8
grace a la protéine adaptatrice FADD ("Fas associated death domain"). La caspase-8 va a son
tour activer la caspase-3, soit directement par clivage, soit en activant la voie apoptotique
mitochondriale. La caspase-3, véritable caspase exécutrice de 1’apoptose, va permettre
I’activation des molécules effectrices de I’apoptose. Le récepteur Fas joue un réle crucial au
niveau du systéme immunitaire, est impliqué dans I’élimination des cellules infectées par des
virus ou des parasites et intervient au cours de pathologies neurodégénératives telles que
I’ischémie ou la maladie d’Alzheimer (Ethell et Buhler, 2003). Du fait de son action pro-
apoptotique, la dérégulation des voies de signalisation du récepteur Fas est fortement
impliquée dans la formation de tumeurs. Ainsi, I'¢tude du récepteur Fas, la modulation de son

expression et de son activation jouent un role clé dans la formation ou au contraire

I'élimination des tumeurs.

Il existe quatre types de récepteurs TRAIL qui différent par leur structure et leur
capacité a induire des voies de signalisation. De nombreuses similitudes existent entre les
récepteurs de TRAIL et Fas. En effet, les récepteurs de TRAIL non tronqués ont un effet
plutdt pro-apoptotique et empruntent les mémes voies de signalisation que le récepteur Fas.
Ils appartiennent également a la superfamille des récepteurs au TNF et peuvent activer les
voies de signalisation apres fixation d'un trimere de TRAIL (Mongkolsapaya et al., 1999). Ces
récepteurs semblent d'autant plus intéressants qu'ils ne sont généralement exprimés qu'au
niveau de cellules pathologiques et notamment au niveau de cellules cancéreuses (Kelley et
Ashkenazi, 2004). Cibler spécifiquement les cellules tumorales et entrainer leur apoptose est

une des voies de recherche privilégiée dans la découverte de nouveaux traitements.



L'ensemble de cette étude a eu pour but de comprendre certains mécanismes associés
au développement de tumeurs. En effet, la plupart des tumeurs sont résistantes a I'apoptose
induite par l'activation de récepteurs de la superfamille de TNF-R. L'étude de ces récepteurs a
également permis de mettre en évidence I'action anti-tumorale de certains de leurs ligands sur
deux lignées tumorales humaines développées aux dépens de cellules nerveuses, une lignée

neuroblastique et une lignée gliale.

NTR ont tout d'abord été

Les interactions possibles entre les récepteurs Fas et p75
recherchées dans la lignée neuroblastique humaine SH-SYSY. Pour cela, des études
d'induction de l'apoptose et de co-localisation des deux récepteurs ont été réalisées. Ainsi, des
regroupements membranaires des deux récepteurs activés, de méme que des interactions

réciproques sur les voies de signalisations intra-cellulaires ont pu étre mises en évidence.

Le récepteur Fas a également été étudié au niveau d'une lignée de glioblastome
humain, les cellules U-87 MG. L'effet anti-tumoral du récepteur Fas, associé a 1'étoposide, un
anti cancéreux, et a la dexaméthasone, un glucocorticoide, a été recherché. Les résultats
obtenus in vitro étant prometteurs, une analyse in vivo a ensuite confirmé un effet anti-tumoral

concluant sur les cellules greffées dans des cerveaux de rats immunodéprimés.

De plus, afin d'optimiser les résultats obtenus pour le modele animal, I'hétérogénéité
des cellules U-87 MG a ¢été analysée. En effet, cette lignée cellulaire est composée de
plusieurs sous-clones. Il s'est avéré que ces sous-types cellulaires expriment des récepteurs et
marqueurs différents pouvant les doter d'un pouvoir tumorigéne variable et d'une résistance a

l'apoptose plus ou moins prononcée.

Les récepteurs de TRAIL ont également été recherchés dans les deux lignées
cellulaires, SH-SYSY et U-87 MG. Les résultats préliminaires obtenus ont montré un effet
anti-tumoral potentiel de TRAIL sur les cellules, ouvrant la voie vers la recherche de

nouveaux traitements.

Enfin, une nouvelle forme de résistance des gliolastomes a 1'apoptose a été¢ mise en
évidence. En effet, le récepteur pro-apoptotique p75" " est séquestré dans I'appareil de Golgi
des cellules U-87 MG, empéche leur apoptose en présence de neurotrophine et est

probablement mis en cause lors de la transformation tumorale.
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I - Généralités sur 1'apoptose

Toutes les cellules ont la capacité de s’autodétruire en activant un programme
intrinséque dont l'exécution conduit & une forme de mort cellulaire, 1'apoptose. Contrairement
a la nécrose, l'apoptose est considérée comme étant un phénomeéne de mort cellulaire
"ordonnée", résultant de la succession de différentes phases (Kerr et al., 1972 ; Duvall et
Wyllie, 1986). Ces phases permettent l'interruption planifiée des processus biologiques et la

destruction des macrostructures de maniére a faciliter leur élimination.

Plusieurs signaux physiologiques et pathologiques, extra-cellulaires ou intra-
cellulaires (drogues cytotoxiques, privation en facteurs de croissances, TNF-a, FasL, p53...)
sont capables d’induire 1’apoptose de nombreux types cellulaires. D’une maniere générale,
I’apoptose est considérée comme €tant un mécanisme majeur impliqué dans des processus
tant physiologiques que pathologiques. Ainsi, ce phénomene de mort cellulaire intervient dans
I’¢limination des cellules agées ou endommagées et dans la dégénérescence des cellules
surnuméraires, en particulier lors du développement embryonnaire. L’apoptose est donc
impliquée dans les phénoménes de vieillissement cellulaire, dans le fonctionnement et
I’homéostasie du systéme immunitaire, lors du renouvellement tissulaire et du développement
du systeme nerveux. Une résistance accrue a 1’apoptose entraine 1’apparition de pathologies
telles que les maladies auto-immunes ou le cancer. A I’inverse, un accroissement des taux

d’apoptose participe a I’émergence de maladies telles que les maladies neurodégénératives.



I1 - Mécanismes de I’apoptose

Les cellules en apoptose vont tout d’abord s'isoler des autres cellules (perte des
contacts intercellulaires). La mitochondrie de la cellule apoptotique va alors subir plusieurs
modifications majeures : le relargage du cytochrome ¢ dans le cytoplasme (Kluck et al., 1997
; Yang et al., 1997), la diminution du potentiel membranaire A¥Ym et la modification de la
perméabilité mitochondriale (Marchetti et al., 1996 ; Zamzami et al., 1996 ; Vander Heiden et

al., 1997).

Un point morphologique important et caractéristique de l'apoptose est 1’augmentation
de la condensation a la fois du noyau (et de sa chromatine) et du cytoplasme, induisant ainsi
une diminution significative du volume cellulaire. La chromatine est clivée en fragments
réguliers d'environ 180 paires de bases (pb) (Wyllie, 1980 et Wyllie et al., 1984) sous 1’action

d'endonucléases, engendrant ainsi des extrémités 3’OH sur chaque fragment d’ADN.

La membrane cellulaire, bien que conservant longtemps son intégrité, commence a
bourgeonner. Finalement, toute la cellule se fragmente en vésicules entourées d'une
membrane renfermant une partie du cytoplasme : ce sont les corps apoptotiques. Ils sont
rapidement phagocytés par les cellules voisines, évitant ainsi toute possibilité d'inflammation
locale. La reconnaissance de ces corps apoptotiques par les phagocytes est facilitée par la
translocation des phosphatidylsérines membranaires du feuillet interne vers le feuillet externe
de la membrane plasmique. Ce processus permet d'éviter toute libération du contenu cellulaire

et de prévenir ainsi d’éventuelles 1ésions des cellules voisines.

II.1 - Effecteurs de 1’apoptose

L'apoptose joue un rdle déterminant au cours de processus physiologiques aussi
différents que le développement et le contrdle du renouvellement cellulaire et tissulaire. La
régulation de l'apoptose est également fondamentale pour I'homéostasie du systéme
hématopoiétique et du systéme immunitaire car elle permet de contrdler étroitement la taille

des sous populations cellulaires.



De nombreux signaux trés différents, physiologiques ou pathologiques, intra comme
extra-cellulaires ont été identifiés comme pouvant déclencher 'apoptose. Ainsi, elle peut étre
induite par la carence en facteurs de croissance (NGF, IL-2...), par la liaison de certains
récepteurs membranaires (Fas, p75™ ' ...) a leurs ligands, ou par des lésions cellulaires
(radiations ionisantes, agents cytotoxiques, chocs osmotiques, hyperthermie). Ces signaux
doivent alors étre intégrés par la cellule qui, en fonction de son degré de différenciation et
d’activation, va orienter sa réponse soit vers la mort, soit vers la survie, la prolifération ou la
différenciation. Cette intégration fait appel a un certain nombre de médiateurs intra-cellulaires
qui sont soit anti- soit pro-apoptotiques selon le type cellulaire et les molécules présentes dans

I'environnement.

II.1.A - Réle des caspases

La mort cellulaire par apoptose résulte de l'intervention d'une machinerie spécialisée,
conservée entre chaque espéce, et responsable de modifications morphologiques comparables,
quel que soit l'agent inducteur. En dépit de la diversité des signaux, toutes les cellules
engagées dans le processus apoptotique montrent des modifications morphologiques et
biochimiques similaires, suggérant l'existence d'une phase effectrice commune a tous les types
cellulaires. Ainsi, cette signalisation aboutit a l'activation irréversible de molécules
effectrices. Parmi les principaux effecteurs contribuant a la destruction de la cellule, on
distingue d’une part les protéases a cystéine, €galement appelées caspases ("cysteinyl
aspartate-specific proteinases") et d’autre part les nucléases. Les cibles des caspases sont des
protéines dont le clivage aboutit soit a la perte de leur fonction, soit a l'acquisition de

nouvelles activités enzymatiques.

- Structure des caspases

Actuellement, 14 caspases différentes sont connues. L.’ensemble des membres de cette
famille d’endoprotéases posséde un site catalytique comprenant un résidu cystéine

directement impliqué dans le processus catalytique localisé dans un motif QACxG (ou le



résidu x est R, Q ou G). Ces enzymes reconnaissent, puis clivent, des chaines polypeptidiques

au niveau d’un résidu aspartate de la partie carboxy-terminale.

Les caspases sont présentes dans le cytoplasme sous une forme inactive (zymogene).
Comme elles clivent spécifiquement leurs substrats au niveau d'un résidu Asp, elles ont la
capacité de s'auto activer et/ou de s'activer mutuellement, aboutissant a une activation
protéolytique en cascade. Leur protéolyse provoque la dimérisation des formes zymogenes
conduisant a leur clivage. Un premier clivage libére une premiere sous-unité (p10/p12), tandis
qu’un second clivage engendrera une sous-unité¢ de taille plus importante portant le site
catalytique (pl17/p20). L’enzyme ainsi formée par 1’association des deux sous-unités est
composée de deux hétérodimeres qui comprennent chacun deux sites catalytiques actifs

(Budihardjo et al., 1999).

- Mécanisme d’action des caspases

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

groupes.

Les caspases a long pro-domaine, dites caspases d’amont ou initiatrices, contiennent
des motifs d’interaction protéine-protéine, tels que les domaines DED ("death effector
domain") pour les caspases 8 et 10 ou CARD ("caspase recruitement domain") pour les
caspases 1, 2, 4 et 9. Ces domaines permettent leur recrutement par des protéines adaptatrices
au niveau de complexes protéiques d'initiation de l'apoptose. Le recrutement des pro-caspases
initiatrices au niveau de ces sites spécifiques entraine 1'oligomérisation des proenzymes et leur

activation par autocatalyse (Kumar et Colussi, 1999).

Les caspases 3, 6, 7 et 14 possédent quant a elles un pro-domaine plus court (10 a 40
résidus) et sont dites caspases d’aval. Elles ne possédent pas de domaine leur permettant
d’étre recrutées et de s'oligomériser. Elles sont activées a la suite de leur clivage par une autre
caspase (a pro-domaine court ou long) ou par le granzyme B, ce qui aboutit a un

fonctionnement dit en cascade. Leur activation conduit au clivage de diverses protéines



substrats (Thornberry et Lazebnik, 1998) a [’origine de la plupart des événements

biochimiques, structuraux ou morphologiques de 1’apoptose.

De nombreux substrats des caspases ont, a ce jour, ét¢ identifiés. Le premier substrat
identifié est 1'enzyme poly-ADP-ribose-polymérase (PARP) dont la coupure, au niveau de la
séquence DEVD-G, est I'un des premiers signes détectables de l'apoptose. Le clivage
protéolytique a pour conséquences, soit l'activation de protéines impliquées dans le
déroulement de 1'apoptose [pro-caspases, endonucléases, protéine kinase C (PKC-9), facteurs
de transcription SREBP-1,-2], soit l'inactivation de protéines contribuant au maintien de
l'intégrité cellulaire (actine, lamines nucléaires, fodrine, facteur ICAD/DFF45) ou a la
régulation de la réparation de 'ADN (PARP, DNA-PK) ou du cycle cellulaire (Rb) (Fuentes-
Prior et Salvesen, 2004).

I1.1.B - Role mitochondrial

La mitochondrie, depuis longtemps identifié¢e comme 1’organite indispensable a la
production d’ATP, a été également impliquée dans la régulation des mécanismes moléculaires
de mort cellulaire. En effet, dans une cellule engagée dans un processus de mort cellulaire (a
la suite de stimuli engendrant un stress ou un dommage cellulaire), les membranes
mitochondriales sont perméabilisées (a I’origine de la libération de protéines pro-apoptotiques
de ’espace inter-membranaire vers le cytosol) et cette perméabilisation est accompagnée dans

la plupart des cas d’une chute du potentiel membranaire AW,,.

Les protéines mitochondriales libérées lors de cette perméabilisation sont regroupées
sous le nom générique de SIMP ("soluble inter membrane mitochondrial proteins") et
possédent toutes une activité pro-apoptotique. Une premiére classe de SIMP agit sur la voie
classique d’apoptose dépendante des caspases : ce sont des pro-caspases, le cytochrome c et
un répresseur d’inhibiteur de caspases, la protéine Smac/DIABLO. Une fois libéré dans le
cytosol, le cytochrome c interagit avec la protéine Apaf-1 et la pro-caspase 9, formant ainsi,
en présence d’ATP, un complexe multiprotéique appelé apoptosome a I’origine du clivage de
la pro-caspase-9 en caspase-9, et donc de la formation de sa forme active (Zou et al., 1999).

Cette derniére activera a son tour d’autres caspases exécutrices comme les caspases 3 ou 7. La


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Fuentes%2DPrior+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Fuentes%2DPrior+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Salvesen+GS%22%5BAuthor%5D

protéine Smac/DIABLO, quant a elle, se lie aux protéines inhibitrices de 1’apoptose (IAP) et

les inactive.

Les membres de la famille Bcl-2 ont également une importance cruciale dans la
régulation des voies de signalisation de la mort cellulaire. Cette famille comprend aussi bien
des protéines pro-apoptotiques (comme Bax, Bak, Bad, Bid, Bim) qu’anti-apoptotiques
(comme Bcl-2 et Bel-x1). L’alignement de leur séquence protéique a permis de définir quatre
régions hautement conservées appelées domaines BH ("Bcl-2 homology") 1 a 4. Certaines
molécules pro-apoptotiques contiennent les domaines BHI, BH2 et BH3 (Bak), tandis que
d’autres ne contiennent que le domaine BH3 (Bid, Bim, Bad). Le domaine BH4 est quant a lui
spécifique des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xi, Bcl-w, Mcl-1, Al, Diva). Ces
protéines interagissent entre elles, formant des homodimeéres ou des hétérodiméres, le niveau
relatif de chaque protéine dans la cellule déterminant sa sensibilit¢ a un signal de mort

(Adams et al., 1998).

Par ailleurs, une grande majorité¢ d’entre elles contient une partie carboxy-terminale
hydrophobe qui assure leur ancrage au niveau de la membrane externe mitochondriale, mais
¢galement des membranes externes du réticulum endoplasmique et du noyau. Les molécules
anti-apoptotiques seraient localisées dans la mitochondrie tandis que les protéines pro-
apoptotiques seraient plutdt localisées dans le cytosol ou au niveau des microtubules. A la
suite d’un signal apoptotique, ces dernieres s’inséreraient dans la membrane mitochondriale et
induiraient sa perméabilisation (Crompton, 2000). Il a été proposé que cette capacité
d’insertion serait liée a leur similitude de structure avec certaines toxines bactériennes, leur
permettant de former des pores transmembranaires et modulant ainsi la libération des SIMP

(Schendel et al., 1998).

I1.2 - Les récepteurs de mort cellulaire

Parmi les molécules effectrices de I'apoptose, il existe des récepteurs dits récepteurs de

mort qui appartiennent a la superfamille des TNF-R.

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

possédant dans leur domaine extra-cellulaire de deux a six régions riches en cystéines,
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impliquées dans la liaison du ligand. Ils peuvent promouvoir, selon le contexte cellulaire la
survie, ou la mort. Cette superfamille regroupe différents récepteurs comme CD27 (Camerini
et al,, 1991), CD30 (Durkop et al., 1992), CD40 (Stamenkovic et al., 1989), TNF-RI
(Loetscher et al., 1990 ; Schall et al., 1990), TNF-RII (Smith et al., 1990), Ox40 (Mallett et
al., 1990), p75™™® (Johnson et al., 1986), CD95 (Fas/APO-1) (Itoh et al., 1991 ; Ochm et al.,
1992), DR3 (Chinnaiyan et al., 1996a), DR4 (Chaudhary et al., 1997), DRS (Chaudhary et al.,
1997) et DR6 (Pan et al., 1998).

Certains des membres de la superfamille des récepteurs au TNF posseédent dans leur
portion intra-cellulaire une région conservée appelée domaine de mort (DD) et sont connus
sous le nom de récepteurs de mort. Le DD est un motif protéique d’environ 80 acides aminés
nécessaire a la transmission du signal de mort par ces récepteurs (Tartaglia et al., 1993 ;
Chaudhary et al., 1997 ; Nagata, 1997). Sept récepteurs de mort sont actuellement connus :
Fas (CD95/APO-1), TNE-R1 (p55/CD120a), DR3, DR6, p75"'%, DR4 (ou TRAIL-R1) et
DRS5 (TRAIL-R2) (Locksley et al.,, 2001). Récemment une nouvelle nomenclature a été

proposée pour classer les récepteurs et les ligands de la superfamille du TNF (Tableau 1).

LIGANDS RECEPTEURS
ANCenne o lka Anckenne Mouvells
LT-ik THFSF1 THF-RI THFRSF1A
THF-12 THF [THFSF2) THF-RI THERSFIR
LI THFSF3 LT-BR THFRSF3
CaoL THFSFa A THFRSF4
CoaoL THFESFE Co40 THFRSFE
Fazl THMFSFE Fas THFREFE
Ch27L TNESF? DeRs THFRSFSB
AL THFSFR coey THFRSF7
4-1B8L THFSF& O30 THFRSFE
TRAIL THESF1O 4-188 THERSED
TRAMGCE TMNFSF11 TRAIL-R1 THFRSFTOA
TWEAK THFSF12 TRAIL-RZ THFRSF10B
APRIL THMFSF13 'I'IEAIL (355 THFRSF10C
LIGHT THSFFT4 TRAN - R THMFREF100
i THFSF15 FEAbeg THFRSF1 1A
A THFEF1I6 OPG/OCIFIODEFEDCR 1 THERSET 12
[ THESF17 DRI THFRER1 2
ATTR-L THFSF18 P, THFERSELS
HVYEM/HycAMLIGHTR  THFRSF14
TRZATAR
[l THFREFTS
MGER THFRSF16
BnAA, THFRSF1T

AITRAGITR INFRSF18

Tableau 1. Nomenclature des récepteurs et des ligands de la superfamille du TNF (Kwon et

al., 1999).

De fagon générale, les voies de signalisation apoptotique des récepteurs de mort de la
famille du récepteur au TNF conduisent a l'activation des caspases et en sont directement
dépendantes (Enari et al., 1995 ; Longthorne et Williams, 1997). Les récepteurs de mort sont
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activés par la fixation de leur ligand et vont recruter des protéines intra-cellulaires dites
adaptatrices. Ces protéines vont alors a leur tour recruter les caspases initiatrices
(principalement la 8 et la 10) et induire leur activation par auto-clivage. Cependant, des voies
de signalisation autres que celles des caspases ont été décrites et doivent &tre prises en

considération.

Il existe également un autre sous-groupe de récepteurs homologues au récepteur du
TNF : les "decoy" récepteurs (DcR) ou récepteurs leurres (Figure 1). DcR1 (Sheridan et al.,
1997) et DcR2 (Marsters et al., 1997) sont des récepteurs membranaires alors que DcR3 (Pitti
et al., 1998) est une protéine soluble secrétée. Ces récepteurs joueraient un role inhibiteur des
récepteurs de mort plutdt qu’un role de transduction d’un signal. En effet, les domaines extra-
cellulaires de DcR1 et DcR2 sont tous les deux capables de fixer le ligand TRAIL et entrent
ainsi en compétition avec les récepteurs DR4 et DRS. Cependant, DcR1 ne posséde pas de
région cytoplasmique, et celle de DcR2, plus courte quun domaine de mort typique, ne
permet pas la transmission d’un signal apoptotique. DcR3 présente 4 domaines riches en
cystéine et est une protéine soluble qui peut se fixer a FasL avec la méme affinité que Fas. De
ce fait, DcR3 inhiberait, par compétition avec Fas, 1’apoptose induite par FasL. Cependant,

son role physiologique n’est pas encore clairement établi.

LIGAND ApoZl Fasl THF Apodl 7

J=tRafpeea] ] 1

RECEFTELUER DR4, DRS Fa& TNFE1 DRE D-Rﬁ

P T
ADAPTATEUR an {f.‘:rl‘F-‘_ADD T‘H‘A.DD'?
CASPASES
Initiatrices C&BDEIEIE a8
Executrices G.js.pa.%e a
b
APOPTOSE

Figure 1. Voies de signalisation apoptotique des récepteurs de mort et de leurs ligands

(Ashkenazi et Dixit, 1999).
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Les récepteurs p75™ %, Fas et TRAIL-R ayant été plus particuliérement étudiés, les
données bibliographiques qui suivent détaillent plus précisement la composition et la fonction

de ces récepteurs.

III - LE RECEPTEUR p75 R

Le récepteur p75 a tout d’abord été décrit sous le nom de récepteur au NGF, p75N,

du fait de sa capacité a interagir avec le NGF. Il est maintenant connu sous le nom de
récepteur de faible affinité pour les neurotrophines (NT), p75™'® (TNFRSF 16). En effet, il est
capable de se lier a toutes les NT, NGF, BDNF et NT-3 et -4, avec la méme affinité. Chacune
de ces NT peut également interagir spécifiquement avec un des récepteurs a activité tyrosine
kinase, Trk (NGF : TrkA ; BDNF et NT-4 : TrkB ; NT-3 : TrkC), et 1’association de ces deux
GNTR

types de récepteurs, Trk et p7
NT.

, permet d’augmenter I’affinité des récepteurs Trk pour les

Le récepteur de basse affinité pour les NT est une protéine qui appartient a la
superfamille des récepteurs au TNF/NGF (Chao, 1994 ; Chao et Hempstead, 1995). La
protéine p75™'® est exprimée dans divers tissus et le géne codant cette protéine est hautement
régulé pendant le développement et dans les modeles de 1ésions neuronales chez I’adulte. Le
géne codant le récepteur p75™ '~ contient six exons qui couvrent environ 23 kpb sur la région

5NTR 3 tout

chromosomique 17q12-17q22. Il code un ARN messager de 1,3 kb. Alors que p7
d’abord été considéré comme une protéine associée/accessoire aux récepteurs Trk, il est
maintenant clair qu’il peut agir comme un récepteur inducteur du signal méme s’il ne possede
aucun domaine catalytique. Cependant, de nombreuses cellules exprimant ce récepteur ne
montrent aucune réponse suite a la stimulation par une NT. De plus, il est important de noter
que la signalisation cellulaire induite suite a la fixation d’un ligand est hautement spécifique
de la neurotrophine fixée. Enfin, afin d’induire une cascade de signalisation, le récepteur

p75™™® peut interagir avec plusieurs types de molécules.
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Son expression a été détectée au niveau de cellules du systéme nerveux central dans un
grand nombre de populations cellulaires (Ernfors et al., 1988; Cotrina et al., 2000) durant les
stades précoces du développement, avec une diminution lors du développement de I’embryon
et surtout a la naissance. Il a également ét¢ largement détecté¢ dans des cellules du systéme
nerveux périphérique avec une expression plus réduite chez 1’adulte. Ce récepteur est
¢galement exprimé au niveau de quelques tissus non neuronaux et est fortement exprimé apres
1ésion, comme par exemple des axotomies ou des ischémies (Ernfors et al., 1989 ; Roux et al.,
1999 ; Casha et al., 2001). Il est également associ¢ a de nombreuses maladies chroniques
comme la sclérose en plaques (Dowling et al., 1999), la maladie d’Alzheimer (Yaar et al.,
1997) et de nombreux cancers (Krygier et Djakiew, 2001). Cependant, son rdle dans la

progression des maladies reste indéterminé.

III.1 - Structure de la protéine

Ce récepteur est une glycoprotéine membranaire de type 1 et, comme tous les
récepteurs de ce type, il posséde un domaine extra-cellulaire, une partie transmembranaire et

un domaine intra-cellulaire composé en partie par un domaine de mort (Figure 2). P75N % ¢

st
une protéine composée de 427 acides aminés et dont le poids moléculaire est de 75 kDa

lorsque celle-ci n’est pas tronquée et a subi toutes les modifications post traductionnelles.

N-terminal tail

GCysteine-rich domain 1

CRD2
Ligand binding
domain CRD3

CRD4

)+ Potential TRAF
¥ binding motif

Potential TRAF4
binding motif

PDZ binding motif
2 C-terminal tail

death domain

Figure 2. Représentation schématique de la structure du récepteur p75~ ~

2002).

(Roux et Barker,
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III.1.A - Partie extra-cellulaire

La partie extra-cellulaire ou N-terminale du récepteur est composée des 221 premiers
acides aminés et du peptide signal de 28 acides aminés. Cette partie comprend 4 domaines
riches en cystéine (CRD), CRD1 des acides aminés 31 a 64, CRD2 des acides aminés 66 a
107, CRD3 des acides aminés 108 a 147 et CRD4 des acides aminés 148 a 188, mais
également une zone riche en sérine et thréonine. Un groupement carbohydrate peut étre N-1i¢
a ’asparagine 33 alors que plusieurs groupements carbohydrates O-liés sont retrouvés dans la

partie juxta-membranaire extra-cellulaire (Large et al., 1989).

C’est au niveau de ces CRD que vont se fixer les différents ligands de ce récepteur. Le
troisieme domaine semble d’ailleurs primordial lors de ces interactions (Yan et Chao, 1991;

Shamovsky et al., 1999).

I11.1.B - Partie intra-cellulaire

Contrairement a de nombreuses autres protéines, la partie intra-cellulaire du récepteur
ne contient pas de domaine catalytique, mais différentes zones juxta-membranaires qui vont
pouvoir interagir avec d’autres protéines adaptatrices, et un domaine de mort (allant des
acides aminés 344 a 421), permettant la transduction d’un signal. La cystéine 279, située dans
la zone juxta-membranaire, est palmitoylée (Barker, 1998) et des résidus sérine et thréonine

peuvent étre phosphorylés (Grob et al., 1985 ; Taniuchi et al., 1986).

Ces modifications post traductionnelles pourraient avoir un role dans I’interaction avec
d’autres protéines, sur la localisation cellulaire (Higuchi et al., 2003), ou sur la

multimérisation du récepteur, les monomeéres étant phosphorylés (Grob et al., 1985).

Par comparaison des séquences en acides aminés des parties intra-cellulaires, il a été
montré qu’il existe de grandes homologies de séquences entre les séquences des domaines de

mort des récepteurs p75~ "

, Fas et p55 (Feinstein et al., 1995 ; Hofmann et Tschopp, 1995).
Ce domaine de mort représente environ 80 acides aminés et il permet I’interaction des
récepteurs de la famille au TNF-R avec les domaines de mort de molécules adaptatrices. Des
¢tudes de RMN ont également montré des ressemblances frappantes entre la structure

tridimensionnelle du récepteur p75™'~ (Liepinsh et al., 1997), celle du récepteur Fas (Huang
14



et al., 1996) et celle de la molécule adaptatrice FADD (Eberstadt et al., 1998). Cette molécule
adaptatrice possede, en plus du domaine de mort, un domaine effecteur de mort contenant des
résidus hydrophobes. Cependant, la distribution spatiale des résidus hydrophobes du récepteur
p75N™®R est plus proche de celle de la molécules FADD que de celle du récepteur Fas, ce qui
pourrait laisser penser que le récepteur p75™ '~ pourrait interagir directement avec la pro-
caspase 8 (Liepinsh et al., 1997 ; Eberstadt et al., 1998). Ces interactions entre le domaine de

mort de p75"™°

et celui de molécules adaptatrices n’aboutissent pas exclusivement a
I’activation de voie de mort cellulaire (Feinstein et al., 1995 ; Hoffmann et Tschopp, 1995). A
ce jour, trois molécules sont connues pour interagir avec le domaine de mort du récepteur : ce
sont les molécules NADE ("p75" R-associated cell death executor") (Mukai et al., 2000),
RhoA (Yamashita et al., 1999) et RIP-2 ("Receptor Interacting Protein") (Khursigara et al.,

2001).

III.1.C - Les protéines isoformes

11 existe des formes protéiques tronquées du récepteur p75™ '~ qui proviennent soit de

Iépissage alternatif du transcrit soit de la protéolyse de la protéine (Figure 3).

Full length

receptor Cleaved

receptor &

CRD1

CRD2 Spliced
CRD3 variant

CRD4 CRD1 | Cleavage site

I

Figure 3. Schéma représentatif des différentes isoformes du récepteur p75

Barker, 2002).

NTR (Roux et
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Les protéines isoformes sont générées a la suite de 1’épissage alternatif du transcrit
primaire du geéne. L’épissage alternatif de ’exon III a été mis en évidence chez I’homme, le
rat, la souris et le poulet. Le transcrit obtenu contient un cadre ouvert de lecture qui aboutit a
la synthése d’un récepteur p75™'~ tronqué. L’exon III code les domaines extra-cellulaires
riches en cystéine 2, 3 et 4, zone essentielle pour la fixation des ligands sur le récepteur. De ce
fait, la protéine tronquée ne peut plus fixer ses ligands. Au contraire, la partie intra-cellulaire
n’est pas modifiée et peut continuer a fixer toutes les molécules intra cytoplasmiques pouvant
ainsi potentiellement induire un signal ou au contraire interférer avec ceux-ci (Dechant et

Barde, 1997).

Une métalloprotéase constitutivement active est capable de cliver le récepteur p75™ '~

pour générer une protéine soluble constituée de la partie extra-cellulaire du récepteur et une
protéine ancrée dans la membrane comprenant les parties transmembranaire et intra-cellulaire

(Zupan et al., 1989 ; Barker et al., 1991 ; DiStefano et al., 1991).

Les formes solubles du récepteur (et probablement les domaines ancrés dans la
membrane) sont synthétisées en grande quantité pendant le développement et apres 1ésion de
nerfs périphériques (Zupan et al., 1989 ; Di Stefano et al., 1991) mais, dans tous les cas, leur
role reste incertain. Cependant, 1’action des différentes zones du récepteur est avérée puisque

NTR .
chez les animaux

la surexpression du domaine intra-cellulaire du récepteur p75
transgéniques aboutit a la mort cellulaire, durant le développement, de nombreuses

populations neuronales (Majdan et al., 1997).

I11.2 - Les ligands du récepteur p75™ ~

Le récepteur p75™ % posséde la particularité de pouvoir fixer avec la méme faible
affinité¢ quatre NT (Rodriguez-Tebar et al., 1992 ; Squinto et al., 1991). Ces NT sont des
facteurs de croissance que 1’on retrouve principalement au niveau du systéme nerveux central
(SNC). Elles jouent un role trés important lors du développement du systéme nerveux des
mammiferes. Elles régulent la survie, la mort et la différenciation des neurones durant le

développement embryonnaire et apres le naissance, mais ¢galement lors du maintien neuronal
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tout au long de la vie. Cette famille de facteurs de croissance comprend quatre membres chez
les mammiféres : le NGF (Levi-Montalcini, 1966 et 1987), le BDNF (Leibrock et al., 1989),
la NT-3 (Hohn et al., 1990) et la NT-4 (Halbook et al., 1991) (également connue sous le nom
de NT-4/5 et NT-5) (Snider, 1994). Cependant, il a été montré que toutes les NT ne se lient
pas exactement au méme endroit du récepteur p75™ ' ~. Ces différences d’interaction peuvent
induire des changements conformationnels multiples du récepteur et expliquer les effets
spécifiques de chaque NT sur la transduction du signal par p75™'~ (Dobrowsky et al., 1995 ;
Mukai et al., 2000).

Ces quatre NT ont été détectées chez les mammiferes et leur géne code des
précurseurs des NT qui sont ensuite glycosylés (31 a 35 kDa). Ces précurseurs, les pro-NT,
sont clivés par des convertases comme les furines et les convertases 1 et 2, aboutissant a
I’obtention de NT matures (13,2 et 15,9 kDa). Les NT sont alors trouvées sous forme
d’homodimeéres liés de facon non covalente (Chao et Bothwell, 2002). Ces quatre NT
comportent des homologies de structure et posseédent ainsi environ 50 % d’acides aminés en

commun.

L’expression des NT n’est pas limitée au systéme nerveux central, car elles peuvent
étre détectées au niveau d’autres cellules telles que les cellules du systéme immunitaire (Vega
et al., 2004), les kératinocytes (Marconi et al., 2003), certains épithéliums, les fibroblastes et
les muscles lisses (Zhou et Rush, 1993 ; Nockher et Renz, 2005)... Le NGF et la NT-3 sont
secrétées de facon constitutive alors que le BDNF semble étre secrété de facon régulée. Par
exemple, au niveau des neurones, 1’activit¢ du BDNF dépend de sa sécrétion et semblerait
étre importante lors de la régulation de la plasticité synaptique (Ghosh et al, 1994 ; Mowla et
al, 1999). Au niveau du systéme nerveux, le NGF est synthétisé et secrété par des organes
cibles sympathiques et sensoriels mais les NT sont également synthétisées par les neurones
eux-mémes. La sécrétion des NT est également augmentée au niveau du systéme nerveux a la

suite de traumatismes (Zafra et al., 1990 ; Lindvall et al., 1992).

La diversité des NT ainsi que le double systéme de récepteurs a haute et basse affinités

rend la régulation par les NT trés complexe. Les récepteurs p75~ ~

et Trk peuvent influencer
simultanément la décision de vie ou de mort des cellules, cette décision dépendant des NT
exprimées. Ainsi, des cultures primaires de neurones trijumeaux meurent en présence de NT-4

alors que le BDNF permet leur survie, bien que ces deux NT se fixent sur le récepteur p75~ '~

17



(Agerman et al., 1999 ; Fundin et al., 1999). Ainsi, méme si le récepteur p75™ '~ peut fixer

avec la méme affinité quatre NT différentes, chacune d’elles peut exercer divers effets sur les

fonctions cellulaires et la viabilité des cellules selon le type de récepteur activé, p75™ '~ o

Trk.

u

I11.3 - Les voies de signalisation induites par le récepteur p75™ '~

Au niveau cellulaire, la fixation des NT sur leur récepteur peut induire des réponses
trés diverses qui peuvent méme parfois sembler paradoxales. Les NT peuvent ainsi induire la
prolifération des cellules ou la sortie du cycle cellulaire, la croissance ou 1’arrét de la
croissance, et protéger les cellules de I’apoptose ou au contraire induire la mort cellulaire.
Cette diversité peut étre due au fait que le récepteur p75™ '~ posséde la particularité d’induire
différentes voies de signalisation selon qu’il est ou non associé aux récepteurs de haute
affinité pour les NT, selon les cellules ou il est exprimé, et selon la présence ou I’absence d’un

de ses ligands.

L’agrégation du récepteur p75™ '\, comme pour beaucoup de récepteurs au TNF, est un

NTR s sz
ont ainsi ete

pré requis pour induire une signalisation cellulaire. Des homodimeéres de p75
mis en évidence (Grob et al., 1985 ; Meakin et Shooter, 1991 ; Carter et al., 1996a) et certains
auteurs ont montré que la dimérisation du récepteur peut également bloquer la signalisation
apoptotique (Wang JJ et al., 2000). Il est important de noter que le récepteur ne va pas
interagir avec les mémes molécules intra-cellulaires selon qu’il sera sous forme monomérique
ou dimérique (Ye et al., 1999). L’équilibre entre les formes monomériques et dimériques du
récepteur est régulé grace a la phosphorylation de sérine-thréonine du récepteur (Grob et al.,

1985). Des mesures biophysiques ont également révélé que p75™ '~ peut étre retrouvé sous

forme d'aggrégats (Venkatakrishnan et al., 1991).

Plusieurs questions se posent lorsqu’on étudie les voies de signalisation du récepteur
p75"™ . Comment un récepteur peut-il initier des cascades de signalisation intra-cellulaires de
manicre ligand-indépendante ou dépendante ? Quelles sont les différentes voies de

signalisation induites suite a 1’activation de ce récepteur ? Comment cette signalisation peut-
18



elle étre transmise par un récepteur qui ne possede pas d’activité catalytique intrinséque au

niveau de son domaine intra cytoplasmique ?

II1.3.A - Les voies apoptotiques

Il est clair que le récepteur p7

5NR peut induire la mort des cellules qui I’expriment au

niveau de leur membrane. Le tableau 2 répertorie différentes publications dans lesquelles il a

ét¢ montré que le récepteur p75

NTR peut avoir un effet pro-apoptotique in vitro mais

¢galement in vivo et dans différents types cellulaires.

Cell types

References

In viva®

In witre®

Oligodendrocytes
Sensory neurons
Sympathetic neurons
Retinal panglion cells
Schwann cells

Motor neurons
Isthmo-optic nucleus neurons
Somite cells

Cortical neurons
Hippocampal neurons
Kearatinocytes

Smooth muscle cells
Cholingrgic neurons

Oligodendrocytes
Sensory neurons
Sympathetic neurons
Retinal ganglion cells
Schwann cells
Cortical neurons
Hippocampal neurons
MNeuronal cell lines

Hepatic stellate cells
Vascular smooth muscle cells
Neuroblastoma cells
Schwannoma cells
Sympathetic precursor cells
2037 cells

SH-8YSY cells

Casha et al., 2001
Lee et al., 1992; Cheema et al,, 1996; Majdan et al., 1997; Davey and Davies, 1998

Taniuchi and Johnson, 1985; Majdan et al., 1997 Banyji et al., 1998

Frade et al., 1996; Frade and Barde, 1999

Femi and Bisby, 19989 Syroid et al., 2000

Sekiya et al., 1986; Sendner et al., 1992, Terrado et al., 2000; Frade and Barde, 1999; Femi et al., 1997
von Bartheld et al., 1994

Cotrina et al., 2000

Majdan et al., 1997 Roux et al., 1999

Rouwx et al., 1999, Park et al., 2000a,b

Botehkarey et al, 2000

Wang et al,, 2000

Yeo et al., 1997 Oh et al., 2000

Casaccia-Bonnefil et al., 1996; Yoon et al., 1998 Gu et al., 1999 Mukai et al., 2000; Kimura et al., 2001
Barrett and Bartlett, 1994; Coulson et al, 1999, 2000

Bamji et al., 1998: Aloyz et al., 1998: Savitz and Kessler, 2000

Frade, 2000a,1

Soilu-Hanninen et al., 1999

Park et al., 2000a.b

Friedman, 2000

Rabizadeh et al., 1993; Barrett and Georgiou, 1996; Huang et al., 2000; Mukai et al., 2000;

Rowg et al., 2001; Kimura et al., 2001

Trim et al., 2000

Wang et al., 2000

Bunone et al., 1997; Lievremont et al., 1999

Gentry et al,, 2000

Salehi et al., 2000

Irie et al., 1999: Ye et al, 1999 Mukai et al., 2000; Wang et al., 2000; Kimura et al.,, 2001
Bono et al., 1999

* Reports demonstrating the implication of p7SNTR in the induction of cell death, through ligand-independent or ligand-dependent mechanisms, using
loss or gain of function experiments.

b pefers to work on cell populations in situ, which endogencusly express pT3NTR.

“Refers to work on culturad cells, looking at endogenous receptor or using an overexpression paradigm.

Tableau 2. Bibliographie concernant I’effet pro-apoptotique du récepteur p75

NTR (Roux et

Barker, 2002).
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Il est cependant important de remarquer qu’il est capable d’induire la mort des cellules
en présence ou non d’une NT, c’est-a-dire de fagon ligand-dépendante ou indépendante

(Tableau 3).

Ligand-independent p75 induced apoptosis

Immortalized neural cell lines Rabizadeh et al., 1993
Postnatal sensory neurons Barrett and Bartlett, 1994
PC12 cells (NGF withdrawal) Barrett and Georgiou, 1996
Ligand-dependent p75 induced apoptosis
Facial nerve motor neurons Sendtner et al., 1992
Chick isthmo-optic nucleus von Bartheld et al., 1994
Chick embryonic retina Frade et al., 1996
Postnatal rat oligodendrocytes Casaccia-Bonnefil et al., 1996
Postnatal rat sympathetic neurons  Bamji et al., 1998
Trigeminal neurons Davey and Davies, 1998
Agerman et al., submitted
Motor neurons Terrado et al., 1998

Chuetal., 1998
Sendtner et al., 1998

NTR

Tableau 3. Le récepteur 757 peut activer des voies de signalisation de fagon ligand-

dépendante ou indépendante (Casaccia-Bonnefil et al., 1999).

I11.3.A.a - P75"™® peut agir indépendamment de la fixation d’un ligand

L’hypothése selon laquelle le récepteur p75™ '~ peut agir comme un récepteur de mort
a tout d’abord été démontrée sur des lignées neuronales (Rabizadeh et al., 1993). En effet, des
lignées de cellules neuronales sur-exprimant le récepteur p75™ '~ voient leur taux d’apoptose
augmenter en réponse a une privation de sérum. Un mécanisme de mort ligand-indépendant
des cellules a alors été proposé. Cette hypothése a été confirmée par des études sur la lignée

PC12, lignée qui exprime fortement le récepteur p75" "~

et dont le taux d’apoptose augmente
lors de la privation de NGF (Barrett et Georgiou, 1996). De méme, 1’utilisation de la stratégie
d’ARN antisens sur des cultures de neurones sensitifs isolés a partir de ganglions rachidiens
postérieurs de rats nouveaux nés, provoquant une diminution de 1’expression du récepteur

75NTR 2 montré une augmentation de la survie des cellules (Barrett et Bartlett, 1994). Ainsi,

p
il est possible de conclure que le récepteur p75™'" peut avoir un effet sur les cellules qui

I’expriment, et ce, méme en absence de ses ligands.
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IIL.3.A.b - P75"™ peut induire la mort cellulaire de facon ligand-dépendante

Le récepteur p75™ ' * peut également induire la mort des cellules qui I’expriment suite a
la fixation d’un ligand. En effet, des études in vitro et in vivo ont montré I’implication des NT
et du récepteur p75™'~ dans la mort sélective de populations cellulaires. Voici quelques

exemples concernant les effets de la fixation du NGF et du BDNF sur le récepteur p75™ .

Suite 4 sa fixation sur le récepteur p75™ ', le NGF induit I’apoptose des cellules de la
rétine ou de la moelle épinicre, les récepteurs TrkA n’étant pas exprimés dans ces cellules
(Frade et al., 1996 ; Frade et Brade, 1998). De plus, des traitements avec des anticorps anti-
NGF ou anti-p75™'® sur des embryons de poulet empéchent 1’apoptose des cellules de la
rétine dorsale lors des stades précoces du développement (Frade et al., 1996). D’autres études
ont également montré que des cultures de neurones trijumeaux au stade de développement
GNTR

embryonnaire E10 meurent aprés fixation du NGF sur le récepteur p7

1998).

(Davey et Davies,

De méme, de fortes concentrations de BDNF peuvent, dans certaines conditions,

NTR

augmenter 1’apoptose de cellules aprés fixation sur le récepteur p75~ . En effet, des neurones

sympathiques post-nataux, exprimant le récepteur p75™ <, meurent aprés fixation du BDNF

sur le récepteur p75™' %

(Bamyji et al., 1998). Des études in vivo ont confirmé ces résultats. En
effet, des souris déficientes en BDNF voient leur nombre de neurones sympathiques
augmenter. De méme, des souris p75” subissent une apoptose retardée au niveau des
neurones sympathiques. Enfin, des neurones moteurs exprimant le récepteur p75~' " sont

¢galement sensibles a de fortes concentrations en BDNF et NT-3.

II.3.A.c - La voie des caspases

Certaines études ont montré que la mort induite par la fixation d’un ligand sur le
récepteur p75™ ' impliquerait son domaine de mort (Wang X et al., 2001) alors que d’autres
¢tudes ont conclu que la région cytoplasmique juxta-membranaire du récepteur serait
nécessaire et suffisante lors de 1’induction de I’apoptose cellulaire (Coulson et al., 2000).
Cette région de 29 acides aminés appelée "Chopper" induit la mort cellulaire par activation de

la voie des caspases dans de nombreux types cellulaire neuronaux ou non neuronaux (Coulson
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et al., 2000). L’induction de 1’apoptose par le récepteur p75~ '~ peut donc étre due & son
domaine de mort, a sa région juxta-membranaire intra-cellulaire ou a ’induction de la mort

cellulaire selon des voies de signalisation indépendantes des deux précédemment citées.

La fixation de ligands sur le récepteur p75™ '~

peut permettre 1’activation de certains
membres de la famille des caspases, comme les caspases 1, 2 et 3 (Figure 4). C’est par
exemple le cas au niveau des oligodendrocytes (Gu et al., 1999). Il semble également que la

NIR oit différente de

voie des caspases activée par la fixation d’un ligand sur le récepteur p75
la voie classique empruntée par les autres membres de la superfamille des récepteurs au TNF.
En effet, la caspase-8 ne semble pas toujours étre clivée, comme c’est le cas classiquement
lors de la fixation des récepteurs au TNF par leur ligand. Au contraire, la caspase-9 serait plus
souvent activée lors de la mort cellulaire induite par le récepteur p75"~ (Gu et al., 1999 ;

Wang X et al., 2001). Cependant, des études ont déja mis en évidence I’activation de la

caspase-8 lors de la fixation d’un ligand sur le récepteur p75™ '~ (Della-Bianca et al, 2001).

caspase-3

|

DEATH

Figure 4. Caspases activées par le récepteur p75™ ~ (d'aprés Casaccia-Bonnefil et al., 1999).

I11.3.A.d - La phosphorylation des JUN kinases

La voie de la kinase N-terminale c-Jun (JNK) peut étre activée par divers signaux tels
que les facteurs de croissance, les cytokines, I’osmolarité ou les ultraviolets. Elle va ensuite

activer, par phosphorylation, des facteurs de transcription (cJun, ATF2). Cette voie de
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signalisation a ¢été impliquée dans la prolifération, la différenciation et dans l'induction, mais
aussi dans la prévention, de I’apoptose (Pinkoski et Green., 1999 ; Davis, 2000 ; Shaulian et

Karin, 2002).

La cascade des JNK joue un role important dans le déclenchement de la mort cellulaire

programmeée. Le récepteur p75NTR

peut, suite a la fixation d’un de ses ligands, entrainer
’activation de ces kinases. C’est par exemple le cas au niveau des neurones sympathiques
(Deshmukh et al., 1996 ; Bamji et al., 1998 ; Martinou et al., 1999 ; Harding et al., 2001) ou
au niveau d’oligodendrocytes (Casaccia-Bonnefil et al., 1996). De méme, 1’activité des INK
induite par un stress peut étre augmentée lors de la fixation de NT sur le récepteur p75™ .
Alors que les évenements qui aboutissent a I’activation des JNK ne sont pas encore
parfaitement connus, la voie de signalisation située en aval est maintenant bien déterminée
(Figure 5). Ainsi, lors de la privation en NGF, les petites GTPases Cdc42 et Racl sont
activées (Bazenet et al., 1998) et vont se lier au motif "Cdc42/Racl interactive binding"
(CRIB) des MAPKKKs ("mitogen-activated protein kinase"), telles que GCK, MEKK-1-
MEKK4 et MLK-2-MLK3 (Fan et al., 1996 ; Hirai et al., 1996 ; Rana et al., 1996 ; Tibbles et
al., 1996 ; Sakuma et al., 1997). Les MAPKKK(s) phosphorylées et actives vont a leur tour
activer MKK4/MKK7 (Xu et al.,, 2001) des membres de la famille des MAPKK qui
phosphorylent et activent a leur tour des isoformes spécifiques des JNK. Une fois phosphorylé
par les JNK, le facteur c-jun se lie aux promoteurs de genes contenant 1’élément AP-1 et
induit la transcription de ces genes. Les membres de la famille de Bad, Bim et Dp5 sont des
genes pro-apoptotiques dont la transcription est sous la dépendance de c-jun. L’activation de
la voie de JNK aboutit également a I’expulsion du cytochrome c¢ de la mitochondrie, a

I’activation sélective de la caspase-9 et a 1’apoptose. Enfin, la protéine p53 peut étre activée

par les JNK.
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Figure 5. Voie des INK activée par le récepteur p75™ '~ (d'aprés Kaplan et Miller, 2000).

II1.3.A.e - Activation des molécules régulatrices du cycle cellulaire

Une des voies d’induction de mort cellulaire induite par 1’activation du récepteur

75N est I’activation de molécules régulatrices du cycle cellulaire (Figure 6). Les "cyclin-

p
dependant kinases" (CDKs) 4/6 phosphorylent la protéine du rétinoblastome (Rb) et
participent a I’induction de 1’apoptose cellulaire (Park DS et al., 1997 et 1998 ; Frade, 2000a).
Le fait que des inhibiteurs des CDK bloquent 1’apoptose induite par p75™'~ a d’ailleurs
confirmé cette hypothese. De plus, il a ét¢ montré que quatre des molécules qui interagissent
avec p75™'%, SC-1, NRAGE ("neurotrophin receptor-interacting MAGE homolog"), NRIF1
("neurotrophin receptor interacting factor") et NRIF2, peuvent bloquer le cycle cellulaire et
que NRAGE et NRIF1/NRIF2 peuvent induire la mort cellulaire (Frade, 2000b ; Salehi et al.,

2000 ; Benzel et al., 2001). Tous ces résultats confirment que le récepteur p75™ '~ peut aboutir

a la mort cellulaire par l'intermédiaire de I’activation des CDKs.
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Figure 6. Implication du récepteur p75™ '~ dans la voie des CDK (d'aprés Kaplan et Miller,
2000).

II1.3.A.f - Activation de la protéine p53

NTR
est

Une autre molécule importante dont 1’activité est modifiée par le récepteur p75
la protéine p53. P53 est une protéine dite suppresseur de tumeurs impliquée dans la mort
cellulaire, particuliérement aprés des lésions de I’ADN ou des stress cellulaires. Ainsi,

I’activation du récepteur p75™' %

par du BDNF conduit & une augmentation de la quantité de
protéine p53 dans les neurones sympathiques et a I’induction de la mort des cellules (Aloyz et
al., 1998). Ce phénomene pourrait étre activé suite a sa phosphorylation par les INK (Figure

5) (Milne et al., 1995 ; Hu MCT et al., 1997).

I11.3.B - Les voies aboutissant a la survie ou a la différenciation cellulaire

NTR . J .
pouvait faciliter la survie

Plusieurs études ont montré que le récepteur p75
cellulaire plutot que 1’apoptose et ceci, indépendamment des Trk (Shimohama et al., 1993 ;
Cheng B et al., 1993 ; Kume et al., 2000 ; De Freitas et al., 2001 ; Descamps et al., 2001).

. . . . . , N s 7 NTR
Plusieurs voies de signalisation peuvent également &tre activées par le récepteur p75~ .
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I11.3.B.a - Translocation nucléaire de NF-xB

L’activation de la voie de signalisation du facteur nucléaire NF-¢B (Figure 7) répond a
des stimuli variés tels que 1’exposition a des cytokines, des ultraviolets, et des produits
bactériens ou viraux (Silverman et Maniatis, 2001 ; Ghosh et Karin., 2002 ; Karin et Lin,

2002).

NTR 7 .
est activé, est la translocation du

Une réponse possible des cellules, dont le p75
facteur de transcription NF-xB dans le noyau. Ce facteur de transcription régule 1’expression
de nombreux génes impliqués dans la survie cellulaire (O’Neill et Kaltschmidt, 1997). Ainsi,
I’activité de NF-xB peut étre augmentée en présence de NGF dans les cellules de Schwann

exprimant p75~ '}

mais pas le récepteur TrkA (Carter et al., 1996b). Cette augmentation n’est
pas détectable en présence de BDNF ou de NT-3 au niveau de ces cellules qui expriment les
récepteurs TrkB et C. L’activation de NF-xB par ’intermédiaire du récepteur p75" '~ a été
montrée dans plusieurs autres types cellulaires (Ladiwala et al., 1998 ; Maggirwar et al., 1998
; Yoon et al., 1998 ; Gentry et al., 2000; Hughes et al., 2001) et aboutit généralement a la
survie cellulaire (Yoon et al., 1998 ; Descamps et al., 2001; Khursigara et al., 2001). A la
suite de I’activation du récepteur p75™ <, NF-xB est transloqué dans le noyau et peut aller se
fixer sur les régions régulatrices d’un geéne cible codant la molécule d’adhérence des cellules
neuronales L1, molécule qui intervient dans I'adhésion neurone-neurone, dans la croissance

neuritique et dans les interactions neurones-cellules de Schwann lors de la formation de la

gaine de my¢line (Itoh et al., 1995 ; Seilheimer et Schachner., 1987 ; Anton et al., 1994).
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Figure 7. Activation du facteur de transcription NF-xB (d'apres Ghosh et al., 1998 ; Baeuerle,
1998).

II1.3.B.b - La voie de la Phosphoinositide-3 kinase (PI-3 kinase)

Le récepteur p75™ '~ peut activer la voie de la PI-3 kinase et de Akt. L’activation de la
PI-3 kinase et d’Akt, une kinase sérine/thréonine en aval dans la voie de signalisation, est
importante pour induire la survie cellulaire de fagon indépendante ou dépendante des Trk
(Yao et Cooper, 1995 ; Ulrich et al., 1998). La PI-3 kinase est composée de deux sous-unités,
une sous-unité régulatrice, p85, et une sous-unité catalytique, p110 (Figure 8). L’activation de
Akt est associée a une augmentation, en amont, de la phosphorylation de tyrosines de
différentes protéines dont la sous-unité régulatrice p85 de la PI-3 kinase (Roux et al., 2001). Il
existe de multiples cibles pour Akt comme IxB kinase 1 qui, une fois phophorylée, joue un
role dans D’activation de NF-xB (Kane et al., 1999 ; Ozes et al., 1999 ; Romashkova et
Makarov, 1999), ainsi que d'autres protéines comme la caspase-9 (Cardone et al., 1998), Bad
(Datta et al.,, 1999), CREB ("Cyclic AMP response element binding protein") (Du et
Montminy, 1998)...
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Figure 8. Voie de signalisation de la PI3-K et de Akt.

II1.3.B.c - Production de céramides

La fixation des NT sur le récepteur p75™ '~

induit I’activation des sphingomyé¢linases
acides et/ou neutres, et I’hydrolyse des sphingomyélines aboutit & [’accumulation de
céramides. Ainsi, I’élévation intra-cellulaire du taux de céramides due a I’augmentation de
I’hydrolyse de la sphingomyéline a été observée dans différents types cellulaires comme les
cellules T9, NIH3T3 et PC12 (Dobrowsky et al., 1995). La production de céramides a la suite

NTR
5

de la fixation du NGF sur le récepteur p7 est corrélée a I’activation des JNK et I’apoptose

des oligodendrocytes (Verheij et al., 1996 ; Westwick et al., 1995 ; Casaccia-Bonnefil et al.,

1996). De plus, le récepteur p75™ '~

stimule la production de céramides dans les caveolea et
les "Caveolae-related domains" (Dobrowsky et al., 1994 ; Bilderback et al., 1997 et 1999)
alors que les récepteurs Trk abolissent ce phénoméne (Dobrowsky et al., 1995). Finalement,
I’activation du récepteur peut €galement étre associée a la différenciation cellulaire ou la
survie (Brann et al., 1999 ; De Freitas et al., 2001). Le role des céramides dans la fonction de

NTR r
p75" " reste donc controversé.

I11.3.C - Les molécules associées au récepteur p75™ 1

SNTR ot

Une des clés de la compréhension du fonctionnement du récepteur p7
I’identification des protéines cytosoliques qui interagissent physiquement avec le domaine
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intra-cellulaire du récepteur et qui lui permettent de moduler les voies de signalisation intra-

cellulaires. Durant les derniéres années, plusieurs de ces protéines ont été identifiées (Figure

9):

Cell cycle
effects - Survival
7/ N }m{ p T
Apoptosis

Figure 9. Schéma d’interaction des molécules adaptatrices avec le récepteur p75™ '~

Barker, 2002).

(Roux et

- NRIF 1 et 2 sont des protéines de 94 kDa en doigts de zinc (Klug et Schwabe, 1995)
qui interagissent avec la région juxta-membranaire et le domaine de mort de p75"'"
(Casademunt et al., 1999 ; Benzel et al., 2001). Ces deux protéines agissent probablement
comme des répresseurs de la transcription et leur surexpression bloque la progression des
cellules dans le cycle cellulaire (Benzel et al., 2001). En général, ces protéines sont détectées

. r NTR
dans le noyau, mais en présence de p75

, on les retrouve accumulées dans le cytosol. De
plus, la surexpression de NRIF1 induit la mort des cellules. De méme, lors du développement,
I’apoptose de la rétine est diminuée au niveau d’embryon NRIF1”~ (Casademunt et al., 1999).
Des résultats similaires ont été observés chez des souris n’exprimant pas le récepteur p75~ ~

(Frade et Barde, 1999).

- NRAGE est une protéine de 86 kDa qui interagit in vitro et in vivo avec le domaine
juxta-membranaire intra-cellulaire du récepteur p75™'~ (Salehi et al., 2000). C’est une

protéine qui contient un domaine d’homologie nommé MHD avec le "melanoma antigen
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gene" MAGE, zone d’environ 200 acides aminés, et qui appartient donc a la famille de
protéines MAGE (Barker et Salehi, 2002). Le domaine MHD va interagir avec la région

juxta-membranaire du récepteur p75™ '~

. Pendant le développement, NRAGE est co-localisée
avec le récepteur p75™ '} au niveau de plusieurs types cellulaires (Frade et Barde, 1999). Cette
protéine a été montrée comme nécessaire lors de I’apoptose induite par p75~ ' ~. De plus,
I’expression des Trk empéche cette apoptose puisque TrkA et NRAGE sont en compétition

pour interagir avec p75~ '~

sur le méme site de fixation. NRAGE pourrait donc étre a la base
d’un systéme de modulation des voies de signalisation des récepteurs p75" '« et Trk. La
fonction précise des MAGE n’est pas encore connue, mais on sait que NRAGE facilite la
sortie du cycle cellulaire des cellules 293, suggérant que ces protéines interagissent avec des

régulateurs du cycle cellulaire (Salehi et al., 2000).

- NADE a été identifié¢ grace au systéme double hybride en utilisant le domaine de

mort du récepteur p75™ '~ comme domaine d’interaction (Mukai et al., 2000). Plusieurs études

NTR
5

ont montré que NADE et p7 sont associés lors de 1’activation de la voie des caspases et

permettent 1’apoptose des cellules (Park et al., 2000).

- Les protéines TRAF sont des molécules adaptatrices qui interagissent avec les
membres de la superfamille de récepteurs au TNF et avec les interleukines. Elles modulent les

voies de signalisation de JNK (Ishida et al., 1996), la translocation nucléaire de la sous-unité

NTR

p65 de NF-xB (Wajant et al., 2001) et peuvent s’associer au récepteur p75~  afin d’aboutir a

la survie cellulaire. Six protéines TRAF ont été identifiées comme interagissant avec les
récepteurs de la famille au TNF et il a été montré que le récepteur p75™ '~ peut interagir avec
les protéines TRAF4 (Krajewska et al., 1998) et TRAF6 (Khursigara et al., 1999). La fixation

NTR

de TRAF6 se fait au niveau juxta-membranaire intra-cellulaire du récepteur p75 et au

niveau du domaine de mort, a la suite de la fixation de NT sur le récepteur. TRAF6 interagit
alors avec des protéines adaptatrices par I’intermédiaire d’un domaine situé dans sa région C-

terminale. D’autres études ont montré que p75™ '~

peut interagir avec d’autres molécules de la
famille de TRAF (Ye et al., 1999) mais ces résultats sont encore controversés (Krajewska et

al., 1998 ; Khursigara et al., 1999).

- RIP-2 est une protéine adaptatrice qui contient un domaine a activité sérine/thréonine

kinase et un domaine CARD qui va pouvoir interagir avec le domaine de mort de p75™'™~
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apres fixation du NGF (Khursigara et al., 2001). En plus d’initier la voie des caspases, RIP-2

semble également jouer un role lors de I’activation de NF-xB par le récepteur p75~ .

- FAP-1 ("Fas-associated phosphatase") est une protéine a activité tyrosine
phosphatase (PTPase) qui a tout d’abord été identifiée comme étant une protéine interagissant
avec le récepteur Fas. Il a ensuite été montré qu’elle se lie également au motif SPV présent au
niveau de I’extrémité C-terminale du récepteur p75NTR (Sato et al., 1995 ; Irie et al., 1999). Le
role précis de FAP-1 n’est pas encore connu mais une 1égére augmentation de 1’activation de
NF-kB a été constatée a la suite de son interaction avec p75™ '~ dans des cellules 293T. De
plus, la survie cellulaire due au récepteur p75™' %, au niveau de cellules PCI2 et de
fibroblastes humains, est corrélée avec la diminution de I’activit¢ PTPase de FAP-1 (Roux et

al., 2001), suggérant que ce récepteur pourrait se lier et inactiver FAP-1.

- ARMS ("ankyrin-rich membrane spanning") est également une protéine qui interagit

NTR NTR

avec les récepteur p75° = (Kong et al., 2001). ARMS peut étre associée au récepteur p75
et au récepteur TrkA et est phosphorylée sur un résidu tyrosine en réponse a 1’activation de
TrkA ou TrkB. Ainsi, ARMS semble étre un composant a part entiere du complexe Trk-

75NTR

p et pourrait étre une protéine adaptatrice capable de faire interagir ces deux récepteurs

physiquement et fonctionnellement.

- La protéine SC-1 est composée, entre autre, d’un domaine possédant un motif
commun avec des facteurs de transcription (Buyse et al., 1995 ; Ren et al., 1999) qui agit
comme un répresseur de la transcription. Elle interagit avec le récepteur p75™ '~ et la liaison
du NGF sur ce récepteur (mais pas sur les TrkA) induit la translocation de SC-1 du
cytoplasme vers le noyau. Comme NRAGE, SC-1 arréte le cycle cellulaire quand il est

surexprimé. (Chittka et Chao, 1999).

- RhoA fait partie de la famille des petites GTPases impliquées dans plusieurs aspects
de la morphogenese neuronale, incluant la migration, la polarisation, la croissance et la
guidance axonales, la plasticit¢ dendritique et la formation des synapses (Luo, 2000). Il a
récemment été montré qu’elle interagit avec le domaine intra-cellulaire du récepteur p75~ '~
(Yamashita et al., 1999). L’interaction fonctionnelle de ces deux protéines pourrait jouer un

role lors de la régulation de la croissance neuritique.
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I11.3.D - P75"™® et les radeaux lipidiques (Raft)

Les voies de signalisation des récepteurs aux NT sont modifiées par des phénomenes
cellulaires dynamiques comme des changements de [’environnement lipidique,
I’internalisation dans des compartiments cellulaires, via des mécanismes dépendant de la
clathrine, (MacPhee et Barker, 1999), leur dégradation ou leur transport rétrograde. Les
radeaux lipidiques sont des rassemblements dynamiques de cholestérol et de sphingolipides
dispersés dans la phase fluide et désordonnée de la membrane plasmique (Figure 10). Ce sont
des concentrations de lipides et de protéines qui interviennent dans les événements de
signalisation cellulaire, permettant aux voies de signalisation d’interagir et excluant toute
interférence avec les molécules extérieures aux radeaux. Ces radeaux lipidiques peuvent étre
comparés a des plateformes d’intégration des signaux cellulaires. Ils participent a différentes
étapes des cascades de signalisation cellulaire, allant de I’initiation a la propagation et a la

maintenance des signaux de la membrane plasmique.

NON-RAFT
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Figure 10. Les radeaux lipidiques (Rafts, d'apres Lucero et Robbins, 2004).

Certains récepteurs sont associés de facon plus ou moins permanente avec les radeaux
lipidiques. Plusieurs études confirment que le récepteur p75™ '~ fait partic au moins
transitoirement des protéines présentes dans les radeaux lipidiques. En effet, Huang et
collaborateurs ont montré que I’interaction du NGF avec les récepteurs p75™ '« et TrkA se
déroule principalement au niveau des radeaux lipidiques (Huang CS et al., 1999). Ces
conditions favorisent la formation de sites de haute affinité, suggérant la participation de ces

radeaux dans la formation de sites de liaison de haute affinité¢ pour le NGF. De nombreux
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intermédiaires impliqués dans les voies de signalisation des récepteurs p75™ '~ et Trk ont
également été détectés dans les radeaux lipidiques comme la PI-3 kinase, la phospholipase Cy
(PLCy), Shc, Grb2, Ras, Raf-1 et les MAP kinases (Simons et Toomre, 2000). Finalement,

NTR
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p7 peut induire la production de céramides, produits de I’hydrolyse de la sphingomyéline,

un lipide trouvé en grande quantité dans les radeaux lipidiques.

La dimérisation des récepteurs ainsi que 1’induction de leurs signaux sont ainsi
influencées par la composition lipidique de leur environnement. Des études sur les cellules
PC12 ont montré que les récepteurs Trk et p75™ '~ sont également localisés dans les caveolae,
des régions membranaires de la cellule ou sont regroupées des molécules de la signalisation
cellulaire (Bilderback et al., 1997, 1999 ; Huang et al., 1999). Les caveolae sont des radeaux
lipidiques spécialisés qui contiennent de la caveoline (Parton, 1996) et qui sont caractérisés
par des invaginations de la surface cellulaire qui pourraient agir comme des plateformes de
signalisation (Okamoto, 1998). Ces structures de la membrane plasmique sont enrichies en

molécules de la signalisation cellulaire.

I11.4 - Les roles du récepteur p75™ '~

5NTR 3 1a suite de son activation.

De nombreux rdles ont été attribués au récepteur p7
Plusieurs études ont montré qu’il peut étre associé a 1’apoptose cellulaire (Cf voies
apoptotiques, page 19 et tableau 2), particuliérement lors du développement du systéme
nerveux. Cependant, il est maintenant évident qu’il intervient également lors de la survie (Cf
voies impliquées dans la survie, page 25), de la différenciation, de la croissance cellulaire,

lors de 1ésions ou d'agressions, ou dans le transport des NT.

Le récepteur p75™ '~ intervient lors du développement neuronal du systéme nerveux
central et en particulier lors de 1’apoptose cellulaire. Plusieurs études réalisées in vivo ont
également montré que ce récepteur peut induire I’apoptose de différents types cellulaires dans
différents types d’organismes lors du développement : ainsi, il intervient au cours du
développement de la rétine chez le poulet (Frade et al., 1996) ou de différents types de

neurones comme les neurones sympathiques (Majdan et al., 1997 ; Bamji et al., 1998).

33



Ce récepteur est également impliqué dans la différenciation et la croissance cellulaire.

NTRexonlII-/-

Par exemple, des embryons de souris p75 montrent un déficit de croissance des

nerfs thoraciques intercostaux et des retards dans les arborisations axonales (Yamashita et al.,

1999 ; Bentley et Lee, 2000). Au contraire, I’hippocampe de souris p75™ cexenti--

est hyper
innervé par les neurones cholinergiques afférents (Yeo et al., 1997). Cette hypothése
d’intervention de p75™'® lors de la croissance cellulaire n’est donc pas encore entiérement
comprise ni expliquée. Cependant, le récepteur p75™'~ peut interagir et moduler une protéine
régulatrice de la croissance cellulaire, RhoA, suggérant que ce récepteur pourrait contrdler la

croissance axonale en modulant les petites GTPases (Yamashita et al., 1999).

Le récepteur p75NTR

intervient également apres Iésions des cellules. En effet,
I’expression de ce récepteur est augmentée aprés une lésion et cette augmentation
d’expression est la plupart du temps associée a une augmentation de 1’apoptose (Ernfors et al.,
1989 ; Roux et al., 1999 ; Casha et al., 2001). Ainsi, ’axotomie de neurones moteurs ou leur
écrasement rendent ces cellules plus sensibles a la mort cellulaire lors d'un traitement au
NGF. Cette sensibilité des neurones moteurs au NGF montre que la mort cellulaire induite par
le récepteur p75" '~ est augmentée lors de lésions ou lors de conditions traumatiques
GNTR

(Casaccia-Bonnefil et al., 1996). De méme, une grande quantité de récepteur p7 a été

détectée dans les cellules de Schwann aprées 1ésion nerveuse (Lemke et Chao, 1988).

Enfin, le récepteur p75™ '~ agit sur le transport axonal des NT et il a été montré qu’il
est lui-méme transporté de maniere antérograde et rétrograde dans le nerf sciatique (Johnson
et al., 1987). Des résultats indiquent que ce récepteur joue un réle dans I’internalisation et le
transport rétrograde du NGF, du BDNF et de la NT-3 (Curtis et al., 1995 ; von Bartheld et al.,
1996).

II1.5 - Interaction avec les récepteurs Trk

NTR _ /,.r s ,
a été considéré comme étant un

Pendant de nombreuses années, le récepteur p75
récepteur n’ayant pour seule activité que d’aider les récepteurs Trk en leur permettant de
détecter de faibles quantités de NT et en modulant leur activité tyrosine kinase. Il est

aujourd’hui clair que la décision de mort ou de survie des cellules dépend de la présence ou de
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I’absence des différents récepteurs aux NT : p75~'® seuls, Trk seuls ou p75™'® et Trk co-

exprimés a la surface de la cellule.

II1.5.A - Formation de sites de haute affinité pour les NT

NTR

La co-expression des récepteurs p75° = et Trk permet la formation de sites de haute

affinité pour les NT et augmente la survie des cellules a la suite de la fixation de ces ligands

(Chao et Hempstead, 1995). En effet, le récepteur p75"'"

posséde une constante de
dissociation de 10 M. De méme, la constante de dissociation des récepteurs Trk est de 10”
M (Kaplan et al., 1991 ; Hempstead et al., 1991) mais ’association de ces deux récepteurs
permet d’augmenter ’affinité des récepteurs Trk pour les NT, la constante de dissociation
étant alors de 107" M. Ainsi, en présence du récepteur p75™'%, le niveau d’association du
NGF sur le récepteur TrkA est augmenté de 25 fois (Mahadeo et al., 1994). L'existence de ces
sites de haute affinité permet alors d’augmenter la réponse des récepteurs Trk en présence de

faibles concentrations de NT. Cette propriété est importante pour les neurones qui doivent se

lier a des NT présentes a des concentrations inférieures au picomolaire (Barde, 1989).

Deux hypothéses ont été émises afin d’expliquer la formation de sites de haute affinité

NTR et TrkA sont associés (Figure 11). La premiére est basée sur le

lorsque les récepteurs p75
fait que le récepteur p75™ '~ agirait comme un co-récepteur qui lie rapidement les NT et les
concentre localement pour les Trk ou qui les présente aux Trk dans une conformation
favorable a leur fixation (Barker et Shooter, 1994 ; Hantzopoulos et al., 1994). La deuxiéme
hypothése repose sur le fait que p75"'% aurait un effet allostérique sur les Trk,

5NTR Le récepteur p75™'® pourrait

indépendamment de la fixation des NT sur le récepteur p7
ainsi modifier la conformation des récepteurs Trk, augmentant leur capacité d’association aux

NT et conduisant ainsi a la formation de sites de haute affinité.
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Figure 11. Hypothé¢ses d’influence du récepteur p75
(Chao et Hempstaed, 1995).

NTR —— .
sur I’activation des récepteurs Trk

A : Le récepteur p75™'* modifie la conformation des récepteurs Trk, augmentant leur

capacité d'association avec les NT. B : Le récepteur p75™ '~ présente les NT dans une
conformation favorable a leur fixation par les récepteurs Trk.

Les interactions fonctionnelles entre les deux types de récepteurs pourraient également
étre dues a des interactions physiques entre les deux récepteurs (Huber et Chao, 1995 ; Ross et
al., 1998 ; Bibel et al., 1999). En effet, les récepteurs p75™ '~ et Trk interagissent au niveau de
leurs domaines cytosoliques et transmembranaires (Nykjaer et al., 2005). De plus, il a été
montré que le récepteur p75™ '} peut étre co immunoprécipité avec n’importe lequel des trois
récepteurs Trk (Gargano et al., 1997 ; Bibel et al., 1999). Le rapprochement de ces récepteurs
serait facilité par la formation de complexes contenant ces deux récepteurs. Ainsi, les

5NTR sont tous les deux présents dans les caveolea et tous les deux

récepteurs TrkA et p7
associés a la caveoline, qui favorise la formation des complexes p75™ " ~/Trk (Bilderback et al.,
1997 et 1999 ; Huang et al., 1999). Deux autres molécules pourraient également intervenir
lors de D’interaction p75~ "/Trk. Ce sont ARMS, qui interagit physiquement avec les deux
récepteurs (Kong et al., 2001; Lee R et al., 2001), et NRAGE qui interagit avec le récepteur

p75"™ et qui est capable d’empécher I’interaction p75™""/Trk (Salehi et al., 2000).

NTR
et

Dans les différentes populations neuronales sensibles aux NT, les récepteurs p75
TrkA sont fréquemment co-exprimés, particuliecrement dans le systéme nerveux périphérique
des vertébrés. A ce niveau, il est commun de dire que le récepteur p75™' " agit comme un

régulateur positif des récepteurs Trk (Barker et Shooter, 1994 ; Verdi et al., 1994 ; Horton et
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al., 1997) en augmentant le nombre de sites de fixation de haute affinité pour les NT. La
capacité d’une cellule a répondre a de faibles concentrations de NGF et la capacité a former
des sites de haute affinité dépend des niveaux relatifs des récepteurs p75™'~ et TrkA
(Benedetti et al., 1993 ; Verdi et al., 1994). La régulation de la formation de sites de haute
affinité par la co-expression des récepteurs p75~ ~ et TrkA donne une explication sur la
maniere dont ces deux récepteurs cooperent pour augmenter la réponse due aux NT pendant le

NTR
et

développement. En effet, les lignées cellulaires neuronales expriment les récepteurs p75
TrkA et I’autophosphorylation du récepteur TrkA est augmentée en présence de NGF, menant

a une réponse de différenciation plus rapide (Verdi et al., 1994).

II1.5.B - Effet de la co-expression des récepteurs p75™ « et Trk sur les voies de
signalisation

En absence du récepteur TrkA, le récepteur p75™ '~ peut générer, dans des populations
spécifiques et selon les conditions, un signal de mort (Rabizadeh et al., 1993 ; Frade et al.,

1996 ; Casaccia-Bonnefil et al., 1996 ; Bamji et al., 1998). Il semblerait que, dans les cellules

NTR

co-exprimant les récepteurs p75° — et Trk, la survie cellulaire médiée par les récepteurs Trk

soit un signal dominant et qu’il bloque I’effet pro-apoptotique du récepteur p75™ ~

soit en présence de NGF ou de BDNF (Bamji et al.,, 1998 ; Yoon et al., 1998 ; Davey et

, que ce

NTR
n

Davies, 1998). Les mécanismes qui bloquent 1’effet pro-apoptotique du récepteur p75 e

sont pas encore bien déterminés. Il semblerait cependant que I’activation de la voie de

signalisation des TrkA bloque la production de céramides due a 1’activation du récepteur

75NTR

p par I’intermédiaire de I’activation des PI3-Kinases (Dobrowsky et al., 1994 et 1995 ;

Bilderback et al., 2001) et empéche la mort cellulaire, p75™ '~

et MAP kinases dépendante, par

la suppression de I’activité des c-jun kinases induites par le récepteur p75™ ' ~. L’activité de

NTR
5

NF-kB induite par le récepteur p7 ne serait pas modifiée.

Il a également été montré, au niveau de cellules embryonnaires endothéliales de rein
par exemple, que le récepteur p75™ '~ limiterait la spécificité des Trk pour une NT précise en
diminuant P’effet inducteur de signalisation cellulaire par les NT non préférentielles. Par
exemple, en présence du récepteur p75™' %, le NGF active les récepteurs TrkA mais

I’activation par les NT-3 et -4 est grandement diminuée (Mischel et al., 2001). De méme,
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I’activation du récepteur TrkB par le BDNF n’est pas modifiée en présence du récepteur
p75™™ alors que 1’effet des NT-3 et -4 est diminué lorsque p75™' " est co-exprimé (Bibel et

al., 1999).

In vitro, les effets de la co-expression des récepteurs Trk et p75™ '~ est

5NTR sensibilise le

remarquablement complexe. Par exemple, I’expression du récepteur p7
récepteur TrkA au NGF, mais diminue sa sensibilité pour la NT-3 au niveau de cellules PC12
ou MAH (Benedetti et al., 1993 ; Verdi et al., 1994). De plus, I’effet de p75NTR sur TrkB
semble variable et dépend du systéme cellulaire (Bibel et al., 1999 ; Vesa et al., 2000).
L’ensemble de tous les résultats démontre clairement que p75™ '~ interagit de fagon différente
avec chacun des 3 récepteurs Trk et que les résultats obtenus avec un type de récepteur Trk ne

sont pas extrapolables aux autres.

Ce systeme de signalisation, faisant intervenir deux récepteurs membranaires, permet
une plus grande sensibilité, sélectivité et flexibilité pour que les NT induisent de nombreuses

réponses biologiques.

Le récepteur p75™ '~ aurait ainsi deux fonctions physiologiques principales : moduler
les voies de signalisation des récepteurs Trk et initier de fagon autonome les cascades de

signalisation qui régulent la survie et I’apoptose des cellules.

IV - Les récepteurs a activité tyrosine kinase Trk

Trois récepteurs a activité tyrosine kinase (Trk) capables d’interagir avec les quatre
NT ont été identifiés. Le récepteur TrkA peut interagir avec le NGF, le TrkB avec le BDNF et
la NT-4 (Squinto et al., 1991), et le TrkC avec la NT-3. Il faut noter que la NT-3 peut
¢galement interagir avec les récepteurs TrkA et TrkB mais avec une affinité moindre.

L’activation des voies de signalisation par les récepteurs Trk induit la survie et la
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différenciation de nombreuses populations cellulaires et en particulier les populations

neuronales.

IV.1 - Structure des récepteurs Trk

Comme le récepteur p75™'~, les récepteurs Trk sont des récepteurs transmembranaires
de type 1 (Figure 12) qui appartiennent a la superfamille des récepteurs a activité tyrosine

kinase.
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Figure 12. Représentation schématique de la structure des récepteurs Trk (Casaccia-Bonnefil

etal., 1999).

Leur partie extra-cellulaire est composée d’un peptide signal, d’un motif riche en
leucine entouré de deux zones riches en cystéines et de deux domaines de type
Immunoglobuline (Ig-like) dans la zone juxta-membranaire. Le deuxi¢éme domaine Ig-like
(Urfer et al., 1998) ainsi que le deuxiéme domaine composé de répétitions de leucines seraient
responsables de I’interaction des Trk avec les NT. La partie intra-cellulaire comporte une
partie juxta-membranaire, un domaine a activité tyrosine kinase, une extrémit¢ COOH et 10
tyrosines conservées. Ces tyrosines pourront étre phosphorylées et sont impliquées dans la

boucle autorégulée des domaines a activité kinase.
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Plusieurs isoformes des Trk ont ¢galement ¢été identifiées (Figure 13) :
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Figure 13. Représentation schématique des différentes isoformes des récepteurs Trk (Roux et
Barker, 2002).

TM : région trans-membranaire ; [l : régions de tailles variables additionnées ; T1 et
T2 : isoformes sans domaine catalytique.

Les deux isoformes des TrkA différent par la présence ou 1’absence de 6 acides aminés
(VSFSPV) dans la zone juxta-membranaire extra-cellulaire. Ces deux isoformes semblent
posséder les mémes propriétés mais ont des profils d’expression différents. Comme pour les
récepteurs TrkA, les récepteurs TrkB peuvent posséder une séquence d’acides aminés en plus
dans la partie extra-cellulaire juxta-membranaire. Deux isoformes, T1 et T2, du récepteur
TrkB, ne possédant pas de domaine catalytique, ont également été identifiées (Klein et al.,
1990 ; Middlemas et al., 1991). Ces deux récepteurs tronqués different par la présence de 21
ou 23 acides aminés dans leur partie cytoplasmique (Fryer et al., 1996). Ils possedent
cependant les mémes domaines extra-cellulaire et trans-membranaire. Enfin, 5 isoformes du
récepteur TrkC ont été identifiées. Trois d’entre elles différent par la présence dans leur
domaine catalytique de régions de tailles variables de 14, 25 ou 39 (cumul de 25 et 14 acides
aminés) acides aminés, rendant ces récepteurs non fonctionnels (Tsoulfas et al., 1993
;Valenzuela et al., 1993). Enfin, comme pour le récepteur TrkB, le récepteur TrkC possede
une isoforme sans domaine intra cytoplasmique catalytique. La fonction physiologique de ces
récepteurs tronqués n’est pas précisément connue mais il est probable qu’ils agissent comme

des modulateurs négatifs des voies de signalisation des Trk.
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IV.2 - Les voies de signalisation

La dimérisation des récepteurs Trk, induite par la fixation d’un homodimeére de NT,
est I’événement dominant de déclenchement de la signalisation cellulaire pour les récepteurs
Trk. Cependant, ce n’est pas le seul puisque des phénomenes d’auto-activation en absence
d’un ligand ont été mis en évidence dans certaines lignées cellulaires. Apres fixation du ligand
et dimérisation, un phénomene d’autophosphorylation des résidus tyrosine des récepteurs Trk
a lieu (Jing et al., 1992 ; Heldin, 1995 ; Cunningham et al., 1997), suivi de la phosphorylation
de molécules substrats des Trk qui régulent la croissance cellulaire et la survie. Il semble que
les tyrosines 490 et 785 (qui ne sont pas situées dans le domaine a activité kinase) soient des
sites importants de phosphorylation et d’interaction des Trk avec des protéines adaptatrices.
Les substrats activés assurent alors la propagation des cascades de signalisation. Parmi ces
substrats, on trouve la PLC (Loeb et al., 1994), les protéines activatrices des Ras GTPases et
la PI3-kinase (Kaplan et Stephens, 1994 ; Segal et Greenberg, 1996 ; Kaplan et Miller, 2000)
(Figure 14).
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Figure 14. Schéma représentant les différentes voies de signalisation activées par les

récepteurs Trk (Patapoutian et Reichardt, 2001).
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- La voie de signalisation faisant intervenir les molécules Ras régule la survie
neuronale et la différenciation grace a 1’activation des voies de signalisation de la PI3-K ou
des MAPKSs/extracellular signal-regulated kinase (ERK ou MEK) (Ballif et Blenis, 2001). La
protéine adaptatrice She se lie a la tyrosine 490 phosphorylée, est phosphorylée a son tour et
recrute Grb2 et "son of sevenless" (SOS) a la membrane. SOS active alors Ras et des
protéines de la signalisation en aval : la PI3K ou c-Raf/B-Raf/MEK 1,2/MAPK 1,2 (Meakin
et al., 1999). La p90 ribosomal S6 kinase (RSK) est alors activée par les ERK/MAPK 1,2. 11
s'en suit la phosphorylation de CREB par RSK (Xing et al., 1998 ; Bonni et al., 1999) ainsi

que la transcription de nombreux génes impliqués dans la survie cellulaire.

Il existe une voie alternative d’activation des MEK 1,2. La protéine FRS-2 ("fibroblast
growth factor receptor substrate") peut également se lier a la tyrosine 490 phosphorylée des
Trk, étre a son tour phosphorylée sur une tyrosine par les Trk et s’associer a différentes

molécules comme le complexe Grb2/SOS (Meakin et al., 1999) ou Src.

- La PI3-K joue un rdle important dans la survie Trk-dépendante de nombreux
neurones. Les récepteurs Trk peuvent activer la PI3-K selon deux voies différentes,
dépendantes ou non de la voie des Ras. La voie Ras-indépendante fait intervenir le complexe
Shc-Grb2. Suite a la phosphorylation de la tyrosine 490 des récepteurs Trk, Shc va venir se
fixer sur cette tyrosine et va recruter Grb2 qui sera phosphorylé a son tour. Le complexe se lie
ensuite aux "insulin receptor substrate" (IRS) 1 et 2 et au "Grb-associated binder-1" (Gab-1)
qui pourront a leur tour se lier a la PI3-K. Leur association a la PI3-K permet alors son acces a
ses substrats situés dans la paroi interne de la membrane plasmique (Holgado-Madruga et al.,
1997 ; Yamada et al., 1997). Les lipides phosphorylés générés par la PI3-K permettent le
recrutement de la sérine/thréonine kinase "3-phosphoinositide-dependent kinase-1" (PDK-1 ;
Vanhaesebroeck et Alessi, 2000) et de son substrat, Akt (Bellacosa et al., 1991 ; Coffer et
Woodgett, 1991; Jones et al., 1991). PDK1 active Akt et Akt phosphoryle des molécules qui
régulent la survie neuronale, comme par exemple Bax, BAD (Datta et al., 1997 ; Del Peso et
al., 1997) la caspase-9 (Cardone et al., 1998 ; Rohn et al., 1998), la kinase IxB (Kane et al.,
1999), la "glycogen synthase kinase-3" (GSK-3, Cross et al., 1995 ; Shaw et al., 1997 ; Pap et
Cooper, 1998) et les membres de la famille des Forkhead (FKHR, Biggs et al., 1999 ; Brunet
et al., 1999). Cependant, la PI3-K peut également, comme nous ’avons vu précédemment,
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directement interagir avec Ras. C’est le cas dans les neurones, et I’inhibition de Ras supprime
’activité de la PI3-K due a la fixation du NGF sur les récepteurs Trk (Rodriguez-Viciana et

al., 1994).

- La tyrosine 785 phosphorylée des récepteurs Trk permet 1’interaction avec la PLCly.
Les Trk activent la PLCy en la phosphorylant. La PLCy peut alors hydrolyser les phosphatidyl
inosides en inositol triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG) (Vetter et al., 1991). L’IP3
augmente alors le niveau de Ca®" cytoplasmique, activant de nombreuses voies controlées par
le Ca*", alors que le DAG active la PKCS, protéine impliquée dans la croissance neuritique et

I’activation de la cascade des ERK (Corbit et al., 1999).

IV.3 - Fonctions des récepteurs Trk

L’activation des voies de signalisation par les récepteurs Trk provoque des
conséquences assez différentes selon le type cellulaire. Dans la plupart des neurones, la
fixation d’un ligand sur un récepteur Trk permet la survie cellulaire (Huang et Reichardt,
2001 ; Sofroniew et al., 2001). Dans d’autres cellules, les NT, par ’intermédiaire des
récepteurs Trk, induiront la mitose et la différenciation des cellules sans effet détectable sur la
survie. Dans certaines cellules tumorales, l’activation des récepteurs peut également
provoquer 1’apoptose des cellules (Kim et al., 1999). Ces différents effets sur la signalisation
cellulaire pourraient étre dus au fait que les molécules, décrites précédemment et intervenant
dans la signalisation cellulaire, ne sont pas forcément toutes exprimées dans chaque type
cellulaire (Sakai et al., 2000). Les récepteurs Trk peuvent également étre responsables des
effets chémoattractifs ou chémorépulsifs des neurones, induisent et dirigent les cones de
croissance (Song et Poo, 1999) et la croissance neuritique et sont également impliqués lors du

développement (Mendell et al., 1999).
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V-LE RECEPTEUR FAS

Le récepteur Fas appartient a la superfamille des récepteurs au TNF/NGF,
superfamille qui est caractérisée par la présence de 2 a 5 domaines riches en cystéine situés
dans la partie extra-cellulaire du récepteur. Dans cette famille, Fas (également appelé¢ CD95
ou Apol) est le mieux décrit des récepteurs de mort, et est également caractérisé¢ par la
présence d’un DD intra-cellulaire crucial dans I’induction du signal pro-apoptotique. Le
récepteur Fas peut ainsi induire la mort des cellules mais également déclencher Ia
prolifération et la différenciation, promouvoir la progression des tumeurs et 1'angiogénése ou

induire la sécrétion des cytokines et I'expression de l'intégrine.

V.1 - Structure de la protéine Fas

Fas est une protéine de 335 acides aminés. Son poids moléculaire varie de 45 a 52 kDa
(Oehm et al., 1992) suivant les études, probablement en raison de différences de glycosylation
du récepteur (Keppler et al., 1999). De plus, des formes solubles du récepteur ont été décrites
et sont générées par un ¢épissage alternatif du transcrit au niveau des régions codant le
domaine transmembranaire. Elles contribuent a la régulation de 1’apoptose induite par FasL

(Cheng J et al., 1994 ; Papoff et al., 1999).

V.1.A - Partie extra-cellulaire

La partie extra-cellulaire du récepteur Fas est composée des 156 premiers acides
aminés de I’extrémité N-terminale. Elle est caractérisée par la présence de 3 CRD composés
des acides aminés 28 a 65 pour CRDI1, 65 a 112 pour CRD2 et 112 a 149 pour CRD3. Des
travaux, réalisés a partir de récepteur Fas tronqué dans la partie extra-cellulaire, ont mis en
évidence que les deux domaines les plus proches de la partie trans-membranaire
correspondent a la zone de fixation du ligand de Fas. Cette région est appelée région LBD

pour "ligand binding domain". Plus récemment, le troisieme domaine a ét¢ identifi¢ comme
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¢tant la zone d’oligomérisation du récepteur, indépendante du ligand, et indispensable dans la
transduction du signal apoptotique de Fas (Papoff et al.,, 1999). Cette oligomérisation
indépendante du ligand est liée a la présence d’un domaine d’auto-association ou PLAD
("pre-ligand association domain") composée des acides aminés 1 a 65 du récepteur Fas

(Siegel et al., 2000) (Figure 15).
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Figure 15. Composition du récepteur Fas (d'apres Lambert et al., 2003).

CRD : domaine riche en cystéine ; PLAD : domaine de pré-association ; LBD :
domaine de liaison du ligand ; TM : domaine transmembranaire ; DD : domaine de mort

V.1.B - Partie intra-cellulaire

La partie intra-cellulaire du récepteur Fas ne contient aucune séquence consensus qui
pourrait prédire la présence d’une activité enzymatique (Sartorius et al., 2001). Les 15 résidus
de la partie C-terminale de Fas servent de zone d’interaction avec la protéine tyrosine
phosphatase FAP-1, et leur délétion entraine une augmentation de I’apoptose transmise par
Fas (Sato et al., 1995). Une zone de 68 résidus hautement conservée entre Fas et le TNF-R1
correspond au DD de Fas (Itoh et al., 1991) (Figure 15). Ce domaine comporte notamment le
résidu Valine 238 dont la mutation chez les souris [pr°® abolit le signal apoptotique induit par
le récepteur Fas. Le récepteur va également intéragir avec deux molécules adaptatrices,
FADD et Daxx, qui aboutissent a l'activation de voies de signalisation. Enfin, un site de
phosphorylation a ét¢ mis en évidence en dehors du DD, au niveau de la zone proximale

(Kennedy et al., 1999).
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V.2 - Voies de signalisation induites par le récepteur Fas

V.2.A - Initiation du signal

Il a longtemps été supposé¢ que FasL sous forme homotrimérique engageait trois
monomeres du récepteur Fas, et que ce phénoméne conduisait a I’assemblage d’un récepteur

trimérique et a I’agrégation de ses DD sous la membrane (Orlinick et al., 1997).

Il est maintenant clair que non seulement le récepteur Fas possede la capacité de
s’assembler en trimeres indépendamment de 1’engagement de son ligand, mais que ce pré-
assemblage en trimeéres constitue un pré-requis a la liaison de FasL, et par conséquent a la
transmission du signal de mort (Papoff et al., 1999 ; Siegel et al., 2000). La région nécessaire
a cette trimérisation de Fas, appelée PLAD, est constituée des 49 premiers acides aminés de la
région N-terminale de la portion extra-cellulaire de Fas ; elle est donc parfaitement distincte
du domaine de liaison a FasL. Ainsi, qu’il y ait absence ou présence du ligand, des
monomeres et des trimeres du récepteur Fas co-existent dans la membrane plasmique. Le
trimeére de Fas ainsi formé permet probablement des changements de conformation des
récepteurs et 1'activation des voies de signalisation situées en aval. Des molécules adaptatrices
constituées, entre autres, d'un domaine de mort sont recrutées. Ce sont les molécules FADD,

RIP, FAP-1 et Daxx.

V.2.B - Transduction du signal

V.2.B.a - Voies apoptotiques

- Formation du complexe de signalisation de mort induite (DISC)

Le récepteur Fas ne possédant aucune activité enzymatique, le signal de mort doit étre
transmis par I’intermédiaire de protéines qui s’associent au récepteur apres sa stimulation. La
transmission du signal apoptotique de Fas passe par la formation d’un complexe
multiprotéique formé des agrégats de Fas, de la protéine FADD et de la caspase-8. Ce

complexe est nommé complexe de signalisation de la mort induite ou DISC.
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La protéine FADD se fixe au récepteur Fas stimulé par son ligand ou par un anticorps
agoniste (Kischkel et al., 1995), cette association étant réalisée grace aux DD homologues
entre les protéines FADD et Fas (Boldin et al., 1995 ; Chinnaiyan et al., 1995). L’extrémité
N-terminale de FADD, quant a elle, posséde un DED qui est indispensable au recrutement et a
I’activation de caspases initiatrices, les caspase-8 ou -10. Ainsi, une protéine FADD possedant
son domaine DD mais tronquée dans son domaine DED ne pourrait pas induire 1’activation de

I’apoptose (Chinnaiyan et al., 1996b).

Cependant, le DISC comporte a la fois des formes zymogenes et des formes activées
de la caspase-8 (Muzio et al., 1996). Ainsi, I’activation du récepteur Fas permet de recruter
FADD et la pro-caspase-8, puis la formation d’oligomeres de pro-caspase-8 suffit a activer
son auto-protéolyse et a libérer la sous-unité catalytique de la caspase-8 dans le cytoplasme
(Martin et al., 1998 ; Salvesen et Dixit, 1999). La caspase-8 va alors cliver et activer la
caspase-3 qui va initier une cascade de caspases effectrices. Ces derniéres vont conduire de
facon inéluctable a la mort de la cellule par apoptose (Slee et al., 1999). Il est important de
noter que la caspase-8 est essentielle a la mort cellulaire induite par Fas (Varfolomeev et al.,

1998).

L’ordre de la signalisation initiale de la voie de Fas a récemment été défini (Algeciras-
Schimnich et al., 2002). Dans un premier temps, la fixation de FasL entraine la formation de
microagrégats du récepteur Fas. Le DISC est alors formé, selon un processus faisant
intervenir les filaments d’actine, et la caspase-8 est activée, cependant avec trop peu
d’efficacité pour la transduction d’un signal apoptotique. Néanmoins, 1’obtention de caspase-8
activée permet la formation a la surface cellulaire de larges regroupements membranaires de
protéines Fas, ce processus mettant en jeu la voie des sphingomyélinases (Gulbins et
Grassme, 2002). Les regroupements membranaires de récepteurs Fas vont a leur tour
augmenter le signal transmis ainsi que ’activation de la caspase-8 afin d’induire le signal
apoptotique. Enfin, le complexe Fas/FasL est internalisé, grace a la formation de vésicules

d’endocytose, par un processus encore mal défini (Figure 16).
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Figure 16. Modélisation du signal initial de 1’activation de la voie Fas (Algeciras-Schimnich

et al., 2002).

- Rdle de la voie mitochondriale : cellules de type I et de type 11

L’importance de la voie mitochondriale a été démontrée dans la mort induite par Fas,
au moins dans certaines cellules (Fulda et al., 1998). Deux types de cellules ont alors pu étre
définis en fonction de la voie apoptotique empruntée en aval du récepteur Fas (Scaffidi et al.,

1998) (Figure 17).

Les cellules de type I (SKW6.4, H9...) (Scaffidi et al., 1998) fonctionneraient de
facon indépendante de la signalisation apoptotique de la voie mitochondriale et utiliseraient
uniquement 1’activité directe des caspases-8 et -3, selon le processus décrit précédemment.

L'apoptose survient alors rapidement.

Les cellules de type II (Jurkat, CEM...) (Scaffidi et al., 1998) feraient intervenir quant
a elles I’activation de la voie apoptotique mitochondriale et le relargage du cytochrome c. Les
quantités de pro-caspase-8 recrutée et clivée au niveau du DISC varient entre les deux types
de cellules (faible dans les cellules de type II et importante dans les cellules de type I).
L'apoptose survient, dans ce cas, moins rapidement que dans les cellules de type 1. Ces deux

types de cellules convergent cependant vers l'activation de la caspase-3.

Un membre de la famille de Bcl-2, la molécule Bid (Luo et al., 1998), constitue un des
liens entre la voie du récepteur Fas et la voie mitochondriale (Li HL et al., 1998). Ainsi, la

caspase-8 activée clive la protéine Bid et génere un fragment qui est transféré du cytoplasme a
48



la mitochondrie. Ce segment de Bid se lie a la protéine Bax, un autre membre pro-apoptotique
de la famille Bcl-2 présent sous forme monomérique dans le cytosol, et entraine son
oligomérisation et son intégration dans la membrane externe mitochondriale. Ce processus
déclenche I’ouverture de mégapores mitochondriaux qui vont étre a 1’origine de la chute du
potentiel transmembranaire mitochondrial et de la libération du cytochrome ¢ (Eskes et al.,
2000). D’autre part, une seconde protéine faisant la jonction entre les deux voies a été
identifiée. Il s’agit de la protéine régulatrice BAR ("bifunctional apoptosis regulator") (Zhang
H et al., 2000), qui possede la capacité de s’associer a la fois aux molécules anti-apoptotiques
Bcl-2/Bcl-xL (via un domaine d’interaction protéine-protéine SAM "sterile-alpha motif") et a
la caspase-8 (via un domaine DED-like). Dans les cellules de type II, pour lesquelles une
amplification du signal d’activation est nécessaire et met en jeu la voie mitochondriale, la

mort induite par Fas serait modulée par des protéines de la famille Bel-2.
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Figure 17. Voies d’activation de Fas dans les cellules de type I ou de type II (Couzinet et al.,

2002).

Mayan

V.2.B.b - Voie proliférative

L’activation du récepteur Fas peut également déclencher la prolifération de différents
types cellulaires comme des cellules T stimulées par leur récepteur TCR, des thymocytes

humains purifiés (Alderson et al., 1993) ou encore des fibroblastes humains de peau pour
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lesquels la simple stimulation de Fas suffit a entrainer une prolifération significative (Freiberg
et al., 1997 ; Jelaska et Korn, 1998). Néanmoins, méme si FasL peut induire l'activation du
facteur moléculaire de prolifération ERK1/2 sur des fibroblastes en privation de sérum (Ahn
et al., 2001), selon les conditions utilisées, 1’activation de Fas peut également induire
I’apoptose des fibroblastes (Freiberg et al., 1997 ; Jelaska et Korn., 1998). A I’heure actuelle,
les voies de signalisation empruntées apres stimulation de Fas pour aboutir a la prolifération
des cellules restent a déterminer mais il semble que FADD, FLIP, la caspase-8 et la voie de
ERK interviennent (Zhang et al., 1998 ; Thome et Tschopp, 2001 ; Kennedy et al., 1999 ;
Shinohara et al., 2000).

Cependant, 1’é¢tude de la prolifération de cellules T humaines purifiées et activées par
la stimulation de Fas semble mettre en évidence I’implication d’une activation de caspases
sans induction de I’apoptose (Miossec et al., 1997 ; Wilhelm et al., 1998 ; Alam et al., 1999 ;
Kennedy et al., 1999). Ainsi, l'activation de caspases dans des cellules T polyclonales
stimulées a pu étre fonctionnellement reliée a la prolifération induite par le TCR (récepteur
des cellules T) puisque celle-ci est bloquée en présence d’inhibiteurs de caspases a large
spectre (Kennedy et al., 1999 ; Alam et al., 1999). Il a également ét¢ montré que la
stimulation du TCR, entre autres conséquences, entraine I’augmentation de 1’expression de
FasLL (Nagata et Golstein, 1995). Ces différents résultats suggerent qu’il pourrait exister une
boucle autocrine d’activation de FasL et du récepteur Fas, régulée par le TCR, et conduisant a
une voie de signalisation non apoptotique mais caspase dépendante, indispensable a la

prolifération des cellules T activées (Kennedy et al., 1999).

De plus, un antagoniste de Fas, le Fas-Fc, peut bloquer la prolifération des cellules T
stimulées par des quantités suboptimales d'un anticorps anti-TCR. Malgré tout, ce phénomene
n’est pas observé avec de fortes concentrations d'anticorps anti-TCR, ce qui suggere que
d’autres récepteurs de mort tels que TRAIL-R1, TRAIL-R2, DR3 ou DR6 peuvent se
substituer a la voie de Fas (Kennedy et al., 1999). L’implication de ces autres récepteurs
pourrait également expliquer pourquoi les souris déficientes en récepteur Fas (souris /pr)
(Watanabe-Fukunaga et al., 1992) ou en FasL (souris gld) (Ramsdell et al., 1994) ne

présentent pas de défaut de prolifération des cellules T.

Méme si I’activation des caspases suite a la stimulation du TCR a été clairement
établie (Kennedy et al., 1999 ; Alam et al., 1999), la nature de ces caspases et de leurs
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substrats reste controversée. Le role de l'activation de la caspase-8 reste cependant important
dans certains types cellulaires, comme cela a ét¢é démontré pour les lymphocytes T murins
(O'Reilly et al., 2004). De plus, une étude a mis en évidence 1’activation de la caspase-8 mais
sans clivage de la caspase-3 ni de son substrat, la PARP (Kennedy et al., 1999), alors que
d’autres travaux ont montré l'activation des caspases-3, -6, -7 et -8 ainsi que le clivage sélectif
de quelques substrats de la caspase-3 tels que la PARP (Alam et al., 1999). Il reste néanmoins
que I’ensemble de ces travaux montre que la prolifération des cellules T induite par la voie de

Fas est initiée par la caspase-8, qui s’autoactive apres avoir été recrutée par FADD.

V.2.C - Régulateurs de la transduction du signal de Fas

V.2.C.a - Fas et NF-xB

L'activation de NF-¢B et I'induction de 1’apoptose, en particulier par les récepteurs de
mort, sont liées par des boucles de rétrocontrdle inhibitrices. Ainsi, la voie de signalisation
NF-xB régule négativement ’apoptose induite par les récepteurs de mort en augmentant
I’expression de protéines anti-apoptotiques. De plus, 1’apoptose interfére avec I’activation de
NF-kB par I’intermédiaire des caspases qui clivent plusieurs des composants de la voie de
signalisation de NF-¢B (Wajant et al., 2003). En outre, I'inhibition de 1’apoptose médiée par la
voie de Fas augmente fortement I’activation de NF-xB (Mandal et al., 1996 ; Wajant et al.,
2000). Méme si les mécanismes exacts de cette activation par le récepteur Fas demeurent mal
connus, il semble qu’ils fassent intervenir la protéine FADD et la caspase-8 (Hu WH et al.,
2000). Bien que cette voie d’activation soit masquée par la voie apoptotique de Fas, elle peut
étre observée lorsque cette derniére est bloquée : 1’activation de NF-xB est associée a une
augmentation de I’expression de la protéine FLIP (Kreuz et al., 2001) qui empéche
I’activation de la caspase-8 par FADD et inhibe puissamment la voie apoptotique de Fas. De
plus, FLIP va augmenter 1’activation de NF-xB (Kataoka et al., 2000) formant ainsi une
boucle d’autoactivation. Les protéines RIP peuvent également s'associer au DD de Fas mais
aussi interagir avec FADD et FLIP. Elles permettent 'activation de NF-xB par l'intermédiaire
de NIK ("NF-xB-inducing kinase), activation qui aboutit a la translocation de NF-xB dans le

noyau (Yu et al., 1999 ; Meylan et al., 2002).
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V.2.C.b - Fas et les protéines kinases activées par la mitose

Les cascades des MAPK sont formées par 3 voies fonctionnellement distinctes : les

kinases régulées par des voies ERK, la voie de la kinase p38 et la voie de la JNK.

Les protéines RIP ont une activité¢ sérine/thréonine kinase. Ainsi, RIP2 peut
phosphoryler ERK et ainsi activer la voie des ERK independemment de MEK (Lambert et al.,
2003).

La protéine Daxx (Yang X et al., 1997) est un répresseur de la transcription dépourvue
de DD mais qui est néanmoins capable de s'associer avec le DD de Fas, dans une région
distincte de celle de FADD. Elle est préférentiellement exprimée dans le noyau mais peut étre
transloquée dans le cytoplasme grace a ASK1 ("apoptosis signalling kinase 1"). /n vitro, Daxx
potentialise 'apoptose induite par Fas, mais ne permet pas de compenser 1'absence de FADD
dans des lignées cellulaires en étant dépourvues. Deux mécanismes de signalisation
indépendants sont activés. Ce sont la voie de JNK et SAPK ("stress-activated protein kinase")
qui participent a la régulation de la prolifération cellulaire (Chang et al., 1998) et la régulation
transcriptionnelle de génes impliqués dans l'activation des caspases (Torii et al., 1999). La
molécule Daxx intervient également lors de phénomenes de survie cellulaire et de
prolifération induits par Fas (Michaelson et al., 1999; Michaelson, 2000). Enfin, la délétion de
Daxx est 1étale pour des embryons de souris et est accompagnée d'une apoptose massive,

prouvant que cette molécule est un facteur de survie, au moins durant le développement.

Dans le contexte de 1’activation de la voie Fas, la voie des JNK a été particulierement
étudiée pour son effet pro-apoptotique. L'activation des JNK par la voie de Fas est
régulierement associée a 1’apoptose et est probablement transmise par les caspases (Cardone
et al., 1997 ; Deak et al., 1998 ; Widmann et al., 1997 et 1998). De plus, plusieurs études ont
montré que I’inhibition des caspases bloque non seulement 1’apoptose, mais également
I’activation des JNK (Lenczowski et al., 1997 ; Deak et al., 1998 ; Low et al., 1999 ;
Sabapathy et al., 1999 ; Wilson et al., 1999 ; Rochat-Steiner et al., 2000). Cependant, dans la
plupart des cas, l'inhibition des JNK n’a aucun effet ou seulement un effet modéré sur
I’apoptose induite par Fas, montrant que 1’activation des JNK n'est pas une étape obligatoire

dans la mort de la cellule par la voie de Fas.
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V.2.C.c - Fas et Protéine Kinase C

Plusieurs études ont montré que l'activation de la PKC peut réprimer 1’apoptose
cellulaire, et notamment 1’apoptose induite par la voie de Fas (Gomez-Angelats et al., 2000 ;
Herrant et al., 2002 ; Busuttil et al., 2002). Ainsi, dans la lignée lymphocytaire T humaine
Jurkat, I'activation de la PKC diminue dés les premiers stades de I’apoptose induite par le
récepteur Fas par deux mécanismes distincts (Ruiz-Ruiz et al., 1997) : le premier utilise la
voie des MAPK tandis que le second, majoritaire, est un mécanisme MAPK-indépendant
(Ruiz-Ruiz et al., 1999). Cette modulation de la voie de Fas par la PKC est réalisée en amont

du recrutement de FADD et de la caspase-8 par une modification de 1’efficacité de formation

du DISC (Gomez-Angelats, 2001).

V.2.C.d - Sphingomy¢linases, céramides, et regroupements membranaires du récepteur Fas

L'activation du récepteur Fas induit 1’hydrolyse des sphingomyélines par des
sphingomy¢linases acides et neutres, permettant la libération de céramides (Hetz et al., 2002).
Cependant, plusieurs études ont également montré que la voie de Fas n’était pas affectée en
cas de déficit en sphingomyélinase acide, que ce soit chez des patients atteints du syndrome
de Niemann-Pick (Cock et al., 1998) ou chez des souris déficientes pour cette enzyme
(Santana et al., 1996). Par conséquent, le role exact joué par les céramides dans la voie de Fas
reste a déterminer clairement, méme s’ils ne semblent pas directement impliqués dans

l'apoptose induite par Fas (Hsu et al., 1998).

Plus récemment, des études ont mis en évidence le role crucial des céramides dans le
regroupement membranaire et la polarisation des récepteurs Fas a la membrane cellulaire.
Ainsi, la libération de céramides entrainée par 1’activation de Fas permet la formation dans la
membrane de larges domaines enrichis en céramides (Gulbins et Grassme, 2002). Ces
domaines servent alors de support pour le regroupement membranaire et la polarisation des
molécules de récepteur Fas (Gulbins, 2003), phénomenes indispensables pour la transmission
optimale du signal apoptotique par la voie de Fas (Cremesti et al., 2001 ; Scheel-Toellner et
al., 2002). L'intégration du récepteur Fas dans les radeaux lipidiques a de ce fait été
recherchée et les résultats obtenus restent controversés selon les études réalisées, quant a la

présence ou l'absence de Fas (Cremesti et al., 2001 ; Algeciras-Schimnich et al., 2002 ; Rotolo
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et al., 2005). De plus, O'Reilly et collaborateurs (2004) ont montré que FADD et la caspase-8
ne sont pas présents au niveau des radeaux lipidiques, méme apres stimulation de la voie de
Fas par FasL, alors que d'autres études ont démontré le contraire (Eramo et al., 2004). Les
études les plus récentes semblent cependant confirmer la présence du récepteur Fas et des

molécules composant le DISC au niveau des radeaux lipidiques.

V.3 - Rdles physiologique et pathologique

Le récepteur de mort Fas a initialement été identifié comme un antigéne présent a la
surface cellulaire de lymphocytes B et de fibroblastes humains (Trauth et al., 1989 ; Yonehara
et al., 1989). Des études ultérieures ont montré que Fas est exprimé physiologiquement et de
facon constitutive dans de nombreux types cellulaires : lymphocytes B et T activés,
hépatocytes, cellules épithéliales du colon (Strater et Moller., 2000) et de I’endométre utérin
(Tanaka et al., 1999), cellules myocardiques (Aoyama et al., 2002) ou encore cellules
endothéliales (Lidington et al., 1999). Il est également largement exprimé au niveau des
cellules du systéme nerveux, que ce soit au niveau de neurones (corticaux, sensoriels,
hippocampaux ou motoneurones) ou au niveau de cellules gliales (oligodendrocytes,

astrocytes, cellules microgliales et cellules de Schwann).

V.3.A - Rdle dans le systéme immunitaire

V.3.A.a - Régulation des populations lymphocytaires

Les interactions Fas/FasL permettent de contrdler la survie périphérique des
lymphocytes et participent ainsi fortement au maintien de la tolérance immunitaire aux
autoantigénes (Green, 1994 ; Ju et al., 1995). L’implication du récepteur Fas dans
I’élimination périphérique des lymphocytes autoréactifs a été¢ largement mise en évidence par
I’étude des souris Ipr et Ipr*® dont le géne Fas est invalidé (Watanabe-Fukunaga et al., 1992).
Ces animaux présentent différents désordres auto-immuns liés a une prolifération
lymphocytaire anormale, dont notamment une prolifération anarchique des lymphocytes T

ainsi que leur accumulation dans la rate et les ganglions lymphatiques (hyperplasie). De plus,
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le défaut d’¢limination des lymphocytes B autoréactifs conduit a des anomalies auto-immunes
lices a la production d’autoanticorps similaires a ceux observés au cours du lupus
érythémateux systémique humain. Chez I’homme, différentes mutations de Fas ont été mises
en évidence, associées a un syndrome immunoprolifératif auto-immun et, plus rarement, a une
lymphadénopathie massive (Fisher et al., 1995 ; Rieux-Laucat et al., 1995). Ainsi, le récepteur
Fas joue un role capital dans ’homéostasie des populations lymphocytaires B et T : il permet
non seulement 1’¢élimination des lymphocytes périphériques autoréactifs, mais induit
¢galement, apres leur prolifération en réponse a un antigeéne, 1’apoptose des lymphocytes

activés (Krammer, 2000).

V.3.A.b - Elimination des cellules pathogenes

En plus de son implication dans le maintien de 1’homéostasie des populations
lymphocytaires, le récepteur Fas joue un rdle capital dans 1’¢élimination des cellules tumorales,
ou infectées par un virus. Ces cellules sont ¢liminées par les cellules T cytotoxiques activées
qui expriment a leur surface FasL, leur permettant d’induire le suicide des cellules infectées
ou en voie de tumorisation qui expriment physiologiquement le récepteur Fas (Figure 18).
Néanmoins, un grand nombre de cellules tumorales parviennent a échapper a cette induction
d’apoptose par le systéme immunitaire par deux types de mécanismes : I’inhibition de
I’expression de Fas a leur membrane (Muschen et al., 2000) ou I’expression de FasL
(Whiteside, 2002) qui déclenche 1’apoptose des lymphocytes activés spécifiques exprimant
Fas. D’autres cellules, tumorales ou infectées par un virus, échappent a ce suicide provoqué
par le systéme immunitaire en développant une résistance a 1’apoptose induite par la voie de
Fas grace a la surexpression de FLIP ("FLICE inhibitory protein", un inhibiteur de la voie des

caspases), de Bcl2 ou de récepteurs tronqués ("decoy receptor") (Whiteside, 2002).
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Figure 18. Elimination des cellules pathogénes par les lymphocytes T CD8+ (Bobe, 2002).

V.3.B - Fas et systeme nerveux

L’apoptose est aussi un mécanisme important intervenant de facon physiologique au
cours de la formation du systéme nerveux embryonnaire, permettant 1’élimination des
neurones surnuméraires qui n’établissent pas de connexions synaptiques fonctionnelles
(Oppenheim, 2000). Chez 1’adulte, une augmentation de ’apoptose neuronale a été décrite
dans un certain nombre de maladies neurodégénératives, telles que la sclérose latérale
amyotrophique, la maladie d'Alzheimer ou lors des accidents vasculaires cérébraux

ischémiques (Honig et Rosenberg, 2000).

V.3.B.a - Fas et neurones

Bien que la voie du récepteur Fas soit la principale voie d’apoptose décrite dans de

nombreux systémes, 1’expression de Fas par les neurones reste trés peu documentge.

L'expression du récepteur Fas par des neurones a ét¢ mise en évidence dans différentes
conditions pathologiques. Ainsi, il a été détecté dans les neurones de rats au cours de
I’ischémie expérimentale (Sakurai et al., 1998). De plus, Fas est exprimé au niveau de
neurones dans des conditions pathologiques humaines, comme la maladie d'Alzheimer (De la
Monte et al., 1997), ou apres exposition a I’interféron gamma (IFN-y) (Rensing-Ehl et al.,
1996). Enfin, chez le rat, les motoneurones embryonnaires coexpriment Fas et FasL et

rentrent rapidement en apoptose par la voie de Fas lorsqu’ils sont cultivés en absence de
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facteur trophique (Raoul et al., 1999) alors que d'autres travaux ont montré que Fas était
présent au niveau de motoneurones en culture sans conditions de privation de SVF (Yi et al.,

2000).

Le récepteur Fas est également exprimé dans des conditions normales. En effet, le
récepteur Fas est exprimé transitoirement par des neuroblastes dans le cortex de rat et de
facon plus importante a des stades plus différenciés dans des cultures primaires murines
(Cheema et al., 1999). Des études immunohistochimiques réalisées ex vivo ont permis de
détecter 'expression neuronale de Fas dans le cerveau de souris juvéniles normales, sans
précision cependant sur la population de neurones impliquée (Park et al., 1998). En revanche,
le récepteur Fas n’est pas détectable dans des cultures de cellules issues de cerveaux de feetus
humains a 12-16 semaines de gestation (Becher et al., 1998) alors que des travaux réalisés au
laboratoire ont montré que Fas est exprimé constitutivement uniquement par les
motoneurones humains feetaux en culture et sur coupes ex-vivo. Le role de Fas dans les
motoneurones est discuté. Son activation par son ligand naturel, FasL, n'induit que 30 %
d'apoptose des motoneurones et implique la caspase-8 (Lautrette et al., 2003) (Voir en
Annexe la publication n° 1). De ce fait, plusieurs hypothéses sont émises afin d'expliquer la
survie des neurones soumis a un activateur de la voie de Fas. Ainsi, des travaux récents
suggerent que les fonctions non apoptotiques de Fas joueraient un role important dans le
systeme nerveux. En effet, les souris /pr présentent une atrophie progressive des dendrites des
neurones pyramidaux du systéme nerveux central (SNC) (Sakic et al., 1998). Plus récemment,
I’¢tude de la lignée neuroblastique humaine SH-SYSY et de cultures primaires de neurones
sensitifs murins a mis en évidence que Fas induisait la croissance neuritique, par une voie

indépendante de la caspase-8, liée a I’activation des ERK (Desbarat et al., 2003).

V.3.B.b - Fas et cellules gliales

Des études réalisées chez la souris ont montré une expression constitutive de Fas par
les astrocytes cultivés et la microglie isolée du cerveau néonatal (Lee SJ et al., 2000) alors
que, chez I’homme, l'expression de Fas par les cellules gliales est controversée. Ainsi, des
travaux sur des cultures primaires de cellules gliales de foetus humain ou de cerveau adulte

ont mis en évidence une expression constitutive de Fas limitée aux astrocytes et pouvant étre
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augmentée par I’ll-1, I’'Il-6, I'IFN-y et le TNF-a (Choi et al., 1999). Cependant, dans une
autre ¢étude, Fas n’a été détecté qu’au niveau des oligodendrocytes dans le cerveau adulte
(D'Souza et al., 1996), son expression étant également inductible par I’'IFN-y (Pouly et al.,
2000). Enfin, une troisiéme étude, réalisée avec des cultures primaires de systéme nerveux
central de feetus humains (12-16 semaines de gestation), a permis de détecter 1’expression de
Fas uniquement au niveau des astrocytes (Becher et al., 1998). Cependant, le récepteur Fas a

été détecté au niveau de lignées gliales et notamment au niveau de glioblastomes (Frankel et

al., 2002).

VI - TRAIL-R

Parmi les derniers récepteurs identifiés comme appartenant a la superfamille des TNF
récepteurs, les récepteurs au TRAIL ("tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing

ligand") ou TRAIL-R ont été identifiés.

V1.1 - Structure des récepteurs de TRAIL

Il existe 5 TRAIL-R (Figure 19) : deux d’entre eux possédent un domaine de mort
intracytoplasmique capable de transmettre le signal d’apoptose (DR4/TRAILR-1 et
DRS/TRAILR-2). Les trois autres récepteurs [DcRI/TRAILR-3, DcR2/TRAILR-4,
ostéoprotégérine (OPQG)], agissent comme des récepteurs leurres et inhibent I’apoptose induite
par TRAIL par une action compétitive avec les récepteurs de mort. TRAILR-3 et TRAILR-4
n’ont respectivement pas de DD et un DD tronqué non fonctionnel, et tous deux présentent
des homologies avec les domaines extra-cellulaires de DR4 et DR5. L’OPG est un récepteur
secrété et soluble ayant une faible affinit¢é pour TRAIL a température physiologique

(Kimberley et Screaton, 2004).
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Figure 19. Représentation schématique de la structure des 5 TRAIL-R (Kimberley et
Screaton, 2004).

V1.2 - Le ligand TRAIL

TRAIL (Apo2L) est une protéine transmembranaire de type II de 281 acides aminés
qui a été identifiée et clonée par homologies de séquences avec Fas L (28%) et TNF (23%)
(Wiley et al., 1995). Son domaine extra-cellulaire peut étre clivé de la surface cellulaire par
des métalloprotéases et donner des formes solubles ou intra-vésiculaires (Mariani et
Krammer, 1998). Contrairement aux autres membres de la superfamille des TNF dont
I’expression est transitoire et régulée par les cellules activées, TRAIL est exprimé
constitutivement chez ’homme dans les lymphocytes circulants, la rate, le thymus, la
prostate, les ovaires, I’intestin gréle, le colon et le placenta mais pas dans le cerveau, le foie ni

les testicules (Wiley et al., 1995).

V1.3 - Voies de signalisation induites par les récepteurs TRAIL

Il existe de nombreuses similitudes entre les voies des récepteurs TRAIL et Fas. En
effet, les voies d’induction de 1’apoptose par les récepteurs TRAIL comprennent également la

voie intrinseque mitochondriale et la voie extrinséque des récepteurs membranaires.

Comme pour le systtme Fas/FasL, TRAIL forme des homotriméres fixant trois

molécules de récepteurs associées grace aux PLAD (Figure 20) (Hymowitz et al., 1999). Un
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atome de zinc fixant des cystéines de 1’homotrimére est essentiel pour sa stabilité et son

activité biologique optimale (Bodmer et al., 2000).

DRS  traiL

pLAD [
Ligand
binding -

Figure 20. Implication de PLAD dans la trimérisation des TRAIL-R (d'aprés Kimberley et
Screaton, 2004).

Comme pour FasL, I’interaction de TRAIL avec ses récepteurs TRAIL-R1 ou TRAIL-
R2 se traduit par la trimérisation des récepteurs et le recrutement des protéines adaptatrices
FADD qui contiennent un DD et un DED qui va interagir avec une pro-caspase initiatrice (-8
ou -10). Le complexe de signalisation DISC ainsi formé induit 1’activation de la caspase-8 par
clivage protéolytique de la pro-caspase-8. Cette caspase initiatrice active ensuite une caspase
effectrice, la caspase-3, qui a son tour va étre impliquée dans une cascade de signalisation

aboutissant a la mort cellulaire (Figure 21).
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Figure 21. Schéma d’activation de la voie des caspases par les récepteurs de TRAIL

(Kimberley et Screaton, 2004).

Il peut exister une interaction entre la voie des récepteurs membranaires et la voie
intrinséque mitochondriale. Elle dépend également de la caspase-8 qui active la voie
mitochondriale par le clivage de la protéine Bid. Cette dernieére permet ensuite la libération de
cytochrome ¢ et d’une protéine pro-apoptotique Apaf-1, responsable du clivage d’une autre
caspase initiatrice, la pro-caspase-9 (activée lors de sa liaison avec Apaf-1). La caspase-9
recrute des caspases effectrices (caspase-7 et caspase-3) dont I'activation aboutit a la mort de
la cellule. Cette interaction, retrouvée dans 1’apoptose induite par FasL, est présente
seulement dans certains types cellulaires (Scaffidi et al.,1998 ; Walczak et al., 2000) et permet
une amplification du signal apoptotique induit par TRAIL (Ozoren et al., 2000 ; Ozoren et El-
Deiry, 2002).

Finalement, d’autres voies de signalisation sont induites a la suite de la fixation du
ligand TRAIL sur un de ses récepteurs. Ces voies de signalisation sont les mémes que celles

observées lors de I’activation du récepteur Fas (Figure 22) :
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Figure 22. Voies de signalisation majeures activées par les récepteurs de TRAIL (Kimberley

et Screaton, 2004).

Gene transcription

V1.4 - Roles physiologique et pathologique

Bien que la principale fonction attribuée a TRAIL semble étre 1’induction de
I’apoptose, le réle physiologique de ce ligand reste a déterminer chez ’homme. Les souris
invalidées pour le géne codant TRAIL sont viables, fertiles et ne présentent pas d’anomalies
hématologiques, suggérant que TRAIL ne serait pas essentiel pour le développement
embryonnaire (Cretney et al., 2002). D’autres études réalisées chez la souris montrent que
TRAIL pourrait intervenir dans la régulation du systéme immunitaire. En effet TRAIL est
exprimé constitutivement au niveau des cellules "natural killer" (NK) hépatiques de la souris
mais pas au niveau des NK circulantes ou des lymphocytes T. Le blocage partiel de TRAIL
par des anticorps neutralisants empéche la cytotoxicité hépatique des cellules NK et accroit la
survenue de métastases hépatiques in vivo. L expression de TRAIL au niveau des cellules NK
hépatiques de la souris et leur potentiel anti-métastatique semblent étre régulés par I’IFN-y qui

est secrété de maniere autocrine par ces cellules NK (Takeda et al., 2001). Par ailleurs TRAIL
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semble inhiber I’'inflammation auto-immune chez un modele de souris développant une
arthrite auto-immune (Song et al., 2000) ou une encéphalomyélite allergique expérimentale

(Hilliard et al., 2001).

Du fait de sa capacité a induire 1’apoptose des cellules cancéreuses tout en préservant
les cellules saines (Gura, 1997 ; Pollack et al., 2001), TRAIL est trés vite apparu intéressant
en cancérologie : tout d’abord sur des lignées cellulaires issues de tumeurs solides comme les
tumeurs coliques, pulmonaires, mammaires, prostatiques, rénales, pancréatiques,
thyroidiennes et du systeme nerveux central puis sur des hémopathies comme le myélome
multiple et certaines leucémies (Griffith et Lynch, 1998 ; Ashkenazi et Dixit, 1999). De plus,
des ¢tudes réalisées chez des souris porteuses de xénogreffes de lignées cellulaires humaines
de tumeurs coliques, mammaires, de myélome multiple ou de gliome montrent une efficacité
antitumorale remarquable de TRAIL (Ashkenazi et Dixit, 1999 ; Walczak et al., 1999 ; Roth
et al., 1999 ; Mitsiades et al., 2000). Par ailleurs 1’association de TRAIL a une drogue
cytotoxique ou a la radiothérapie semble montrer une efficacité antitumorale synergique sur
des lignées cellulaires de cancer du colon ou du sein (Gliniak et Le, 1999 ; Chinnaiyan et al.,

2000).

Cependant, la plupart des cellules normales ainsi que certaines lignées cellulaires
cancéreuses de meélanomes, de cancers coliques, ou de tumeurs du systéme nerveux central
sont résistantes a 1’apoptose induite par TRAIL (Griffith et Lynch,1998 ; Zhang et al., 2000).
Les mécanismes qui sous-tendent cette résistance restent a déterminer, certaines études
argumentant en faveur de la modulation de I’expression des récepteurs de mort ou des
récepteurs tronqués (Sheridan et al.,1997 ; Kim et al., 2000 ; Hersey et Zhang, 2001), d’autres
émettant I’hypothése de la surexpression de facteurs anti-apoptotiques comme Bcl-2/X1, IAP
ou de c-FLIP (Walczak et al., 2000 ; Burns et El-Deiry, 2001). Les roles respectifs de NF-kB,
de la p53, de la PPAR-y ("peroxisome proliferator-activated receptor-y") ainsi que de

certaines protéines kinases impliquées dans la modulation de la sensibilité de I’apoptose ont

été discutés (Degli-Esposti et al., 1997; Griffith et Lynch, 1998 ; Goke et al., 2000).

L'ensemble des récepteurs de la famille des TNF-R participe donc a la régulation de

I'homéostasie cellulaire et de ce fait peut étre impliqué lors de 1'apparition de tumeurs. En

64



effet, ils peuvent contribuer a la lutte anti-tumorale ou, au contraire, suite a la dérégulation de
leur activation, conduire a l'apparition de tumeurs. Des cellules tumorales du systéme
nerveux, telles que les neuroblastomes et les glioblastomes, peuvent exprimer ces récepteurs.
Ainsi, leur activation interviendrait lors de la régulation de I'apoptose ou de la prolifération de

ces cellules tumorales.

VII - Neuroblastomes et glioblastomes

VII.1 - Les neuroblastomes

Les neuroblastes sont des précurseurs neuronaux issus de la division des cellules
neuroépithéliales. Ce sont des neurones embryonnaires immatures qui peuvent encore se

diviser contrairement aux neurones matures qui ne peuvent entrer en mitose.

Le neuroblastome, également appelé¢ sympathoblastome, est une tumeur maligne
développée aux dépens des cellules de la créte neurale, qui donnent naissance au systéme
nerveux sympathique. Il s’agit de la tumeur solide la plus fréquente chez I’enfant (8 a 10 %
des cancers avant 15 ans) et en particulier de 1'enfant trés jeune (moyenne d'age 4 ans avec 90
% qui ont moins de 5 ans). Son incidence est de 1 a 3 cas pour 100 000 enfants agés de 0 a 14
ans. Il n’y a pas de causes ni de facteurs reconnus qui favorisent la survenue d’un

neuroblastome.

Le neuroblastome est découvert a partir de symptomes dus a la tumeur primitive
(masse tumorale, en particulier abdominale, ou compression d'un organe voisin, telle la
moelle épiniere), a des métastases ou a une sécrétion endocrine (altération de 1'état général,

diarrhée, hypertension artérielle...).

Le neuroblastome peut se développer a partir d'une quelconque partie du systéme

nerveux sympathique, le plus souvent au niveau abdominal. Au moment du diagnostic, la
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tumeur peut étre localisée au niveau d’un seul organe, au niveau local ou régional, ou étre
d'emblée disséminée. Les sites métastatiques les plus fréquents sont 1'os, la moelle osseuse, le
foie et la peau. Ainsi, la plupart des tumeurs localisées ont un pronostic excellent. Il en est de
méme pour celles des enfants de moins d'un an, indépendamment du stade de la tumeur.
Certaines de ces tumeurs régressent méme spontanément. Au contraire, environ 60 % des
enfants de plus de un an présentent un neuroblastome d'emblée métastatique de mauvais

pronostic.

La variété¢ de la présentation clinique est en relation avec l'expression de certains
marqueurs biologiques et moléculaires (ADN ploidie, amplification de I'oncogéne n-myc,
expression des récepteurs Trk, perte du chromosome 1p, exces du 17q...). Ainsi, les tumeurs
diffuses survenant chez I’enfant de plus d’1 an et surexprimant I’oncogéne myc sont souvent
chimiorésistantes et ont un mauvais pronostic (Berthold et al., 1990 ; Schweigerer et al.,
1990). De méme, I'expression du récepteur TrkB et de BDNF permet un systéme de survie
autocrine des cellules neuroblastiques et induit la croissance neuritique. Elle est également
associée a l'amplification de N-MYC et donc & un mauvais pronostic (Nakagawara et al.,
1994). Au contraire, l'expression des récepteurs TrkA, qui induit la différenciation des
neuroblastomes (Borrello et al., 1993 ; Eggert et al., 2000), et TrkC (Yamashiro et al., 1996)
est plutét associée a un bon pronostic. Ainsi, il est commun de dire que l'expression du

récepteur TrkA est inversement corrélée a I'amplification de I'oncogéne n-myc.

Les récepteurs de la superfamille des TNF-R ont été étudiés dans les cellules
neuroblastiques. Ainsi, le récepteur Fas a pu étre mis en évidence au niveau de certaines
cellules neuroblastiques (Gross et al., 2001), cellules qui peuvent étre (Barthlen et al., 1999 ;
Riffkin et al., 2001) ou non (Bian et al., 2004) résistantes a l'apoptose induite par Fas. La
sensibilité des cellules neuroblastiques ne dépend pas uniquement de l'expression du récepteur
Fas mais de la présence ou non de la caspase-8 dans les cellules (Kisenge et al., 2003). Les
récepteurs de TRAIL sont également exprimés dans les cellules neuroblastiques. Cependant,
ces cellules sont en général résistantes a l'apoptose induite par TRAIL seul, du fait de
'absence d'expression de la caspase-8 (Eggert et al., 2001 ; Cui et Ding, 2005) alors qu'il peut
étre pro-apoptotique lorsqu'il est associé a d'autres molécules, comme 1'lFN-y ou l'acide

NTR

betulinique (Fulda et al., 2004 ; Johnsen et al., 2004). Enfin, le récepteur p75" = peut étre

exprimé au niveau de cellules neuroblastiques associé ou non aux récepteurs Trk (Zhao et
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Zhou, 2002). Ainsi, comme nous l'avons expliqué précédemment, l'action de ce récepteur sur
les cellules varie selon les NT présentes dans le milieu environnant et selon l'expression
différentielle des récepteurs Trk (Plo et al., 2004). C'est ainsi qu'il induit la survie de cellules
LANS (Lachyankar et al., 2003) ou au contraire l'apoptose de cellules SK-N-BE transfectées

pour exprimer le récepteur p75™ '~ (Bunone et al., 1997).

VII.1 - Les glioblastomes

Au cours du développement, les précurseurs gliaux donnent naissance aux astrocytes,
oligodendrocytes, cellules microgliales, cellules choroidiennes et cellules épendymaires dans
le SNC, et aux cellules de Schwann dans le systéme nerveux périphérique. Ainsi, les cellules
gliales jouent un role essentiel dans la différenciation (Lemke, 2001) et la survie des neurones
(Bar, 2000). Ces cellules assurent la nutrition des neurones, gérent les connections inter-

neuronales, régulent les neurotransmetteurs.

Les glioblastomes sont les tumeurs astrocytaires malignes (grade IV selon la
classification de 1'Organisation Mondiale de la Santé) les plus indifférencié¢es du SNC et ils
sont retrouvés le plus souvent au niveau des hémispheres cérébraux. Chez 1'adulte, ce sont les
tumeurs cérébrales les plus fréquentes (20 % de toutes les tumeurs intracraniennes) avec une
incidence de l'ordre de 3 nouveaux cas par an et pour 100 000 habitants, soit environ 2400
nouveaux cas par an en France. IIs surviennent a tout d4ge mais dans 70 % des cas entre 45 et

70 ans.

Les glioblastomes forment des masses molles, riches en vaisseaux sanguins, de 3 a 10
cm de diametre, de couleur vineuse, hétérogénes avec des zones compactes actives et des
zones de nécrose étendues, parsemées de vaisseaux thrombosés et qui infiltrent le tissu
cérébral. Cependant, ces tumeurs ne sont pratiquement jamais associées a l'apparition de
métastases. Ils s'entourent d'un cedéme qui augmente la souffrance du cerveau. Typiquement,
ils s'expriment par des signes d'hypertension intracranienne qui s'associe souvent a des

changements du comportement, a des crises comitiales, a des déficits neurologiques focaux.

Cette tumeur évolue rapidement, en 2-3 mois, et méme apres chirurgie, radiothérapie

puis chimiothérapie, son pronostic reste sombre sauf si le glioblastome provient de la
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transformation maligne d'un astrocytome de bas grade (glioblastome secondaire). La survie ne
dépasse pas 1 a 2 ans apres le diagnostic. Le traitement associe habituellement la chirurgie et
la radiothérapie. La chimiothérapie est peu efficace en raison de problémes de diffusion des
molécules a travers la barriere hémato-encéphalique et surtout dans la zone tumorale.
L'étoposide a cependant été étudi¢ (Lavicka et al., 2001) et augmente légerement la survie
grace a son effet cytotoxique. Lorsque la 1ésion est découverte chez un sujet relativement
jeune et que I’accés est raisonnable, ces malades sont opérés puis soumis a une radiothérapie
externe conventionnelle. Une rémission de trés bonne qualité peut alors étre obtenue pendant
quelques mois. Si la tumeur est profonde chez un sujet 4gé présentant un déficit neurologique
peu susceptible de régresser, on se contente d'une radiothérapie palliative ou seulement de
traitements combattant l'oedéme cérébral a base de corticoides, comme par exemple la
dexamethasone. La dexamethasone est un glucocorticoide trés souvent administré en
association avec les chimiothérapies et il semble posséder un léger effet anti tumoral sur les
cellules gliales, comme par exemple sur la lignée gliale humaine U-87 MG (Wang et al.,
2004). Apres un traitement complet, la moiti¢ des malades de 50 ans vivent plus de 15 a 18

mois (survie médiane) tandis que la moitié¢ de ceux de 70 ans meurent avant 5-6 mois.

Les anomalies génétiques des tumeurs semblent différentes selon qu'il s'agit d'un
glioblastome primaire (de novo) ou d'un glioblastome secondaire (développé a partir d'une
tumeur astrocytaire bénigne). En effet, parmi les quatre génes suppresseurs de tumeurs (p53,
Rb, p16/CDKN2 et PTEN/MMACI) et les deux oncogeénes (MDM?2 et CDK4) fréquemment
altérés dans les gliomes, la mutation du géne p53 semble plutdt associée a des tumeurs
astrocytaires qui évoluent progressivement vers la malignité, alors que l'amplification de
I'EGFR est plutot associée aux glioblastomes de novo (Hoang-Xuan et al., 1999). De plus,
I'expression de certaines protéines peut étre associée a la malignité des cellules. Ainsi, la

présence du récepteur Notch-1 est plutot corrélée a un mauvais pronostic (Purow et al., 2005).

Comme c'est le cas pour les cellules neuroblastiques, les gliomes peuvent ¢galement
étre influencés par les récepteurs de mort. En effet, le récepteur Fas peut étre exprimé au
niveau d'astrocytomes ou de glioblastomes et induire I'apoptose de ces cellules (Kwon et al.,
2001 ; Tani et al., 2001 ; Ciusani et al., 2002) ou avoir un effet pro-inflamatoire (Choi et al.,
1999 et 2003) lorsqu'elles sont stimulées par FasLL ou au contraire activer la prolifération

selon un systéme d'activation autocrine des cellules co-exprimant Fas et FasL (Shinohara et
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al., 2000). De méme, les gliomes expriment différents récepteurs de TRAIL, selon le type
cellulaire, mais leur ligand, TRAIL, induit de manieére générale l'apoptose des cellules
(Shinohara et al., 2001 ; Choi et al., 2002 ; Ciusani et al., 2005). Enfin, le récepteur p75~ '~ a
¢galement été détecté au niveau de gliomes comme un récepteur qui régule leur apoptose

(Weis et al., 2002 ; Bhakar et al., 2003).

VIII - Objectif des travaux

La détection et la caractérisation des récepteurs de la famille des TNF-R au niveau des
cellules tumorales est un élément important qui pourrait permettre d'une part d'appréhender
les mécanismes de survenue des tumeurs et d'autre part d'envisager des méthodes de lutte anti-

tumorale.

L'objectif de ces travaux est d'étudier I'expression puis le role des récepteurs p75™ ',

Fas et TRAIL-R sur deux lignées cellulaires humaines issues du systeme nerveux : une lignée

neuroblastique (SH-SY5Y) et une lignée de glioblastome (U-87 MQG).

Dans un premier temps, l'effet de l'activation concomitante des récepteurs Fas et

5NTR sur l'apoptose de cellules neuroblastiques a été étudié. Certaines voies de signalisation

p7
communes aux deux récepteurs et susceptibles de réguler leurs interactions ont également été

recherchées.

Le récepteur Fas a ensuite été étudié dans la lignée de glioblastome humain, U-87 MG.
L'effet de FasL associ¢ a I'é¢toposide a tout d'abord été testé in vitro puis in vivo sur la lignée.
En effet, 1'étoposide (VP-16) est un inhibiteur des topoisomérases Il fréquemment utilisé
comme molécule anti-cancéreuse capable d'augmenter l'effet pro-apoptotique induit par
l'activation du récepteur Fas dans différentes lignées cellulaires (Zhu et al., 2002 ; Akiyamam

et al., 2003 ; Shimada et al., 2003).
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L'hétérogénéité morphologique des cellules U-87 MG a ensuite été étudi¢e. Ainsi, des
corrélations entre I'expression de différents marqueurs, dont le récepteur Fas, et les différentes

sous populations cellulaires triées ont été recherchées.

Les récepteurs de TRAIL ont également été recherchés dans les lignées cellulaires
neuroblastique et gliale humaines afin d'envisager 1'étude de 1'effet de TRAIL sur l'apoptose

de ces cellules.

NTR

Enfin, dans une dernicre partie, I'expression du récepteur p75" = a été recherchée dans

la lignée gliale humaine U-87 MG.
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Matériels et méthodes

I - Cultures cellulaires

I.1 - Lignée neuroblastique SH-SYSY

La lignée neuroblastique humaine SH-SYS5Y est issue du sous-clonage d’une lignée
hétérogéne SK-N-SH (la lignée a été gracieusement fournie par le Pr JM Muller, Pole
Biologie Santé, Poitiers, Waschek et al., 1989). Le milieu de culture est composé de RPMI
1640 (Gibco BRL, Cergy Pontoise, France) supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal
(Séromed, Gibco, Paislay, Scotland) décomplémenté (SVFd) par chauffage a 56°C pendant 30
minutes, 2 mM de L-glutamine, 50 Ul/mL de pénicilline, 50 ug/mL de streptomycine, 1 mM
de pyruvate de sodium et 0,1 % de fungizone (Gibco) (Yi et al., 2000).

[.2 - Lignée gliale U-87 MG

Les cellules U-87 MG sont des cellules tumorales issues de glioblastomes humains
(American Type Culture Collection, ATCC, Manassas, VI). Ces cellules sont cultivées dans
du milieu MEM avec sels de Earles (Gibco BRL) supplémenté avec 10 % de SVFd, 1,5 g/l de
bicarbonate de sodium, 2 mM de L-glutamine, 1 mM de pyruvate de sodium, 1 % d’acides
aminés non-essentiels, 50 Ul/mL de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine et 0,1 % de

fungizone (Gibco).
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1.3 - Conditions de culture

Ces lignées cellulaires sont composées de cellules adhérentes entretenues dans des
flasques de culture de 25 cm?” et maintenues a 37°C dans un incubateur sous 5 % de CO; et en
atmosphere humide (95 %). Les cellules sont décollées des flasques par un traitement de 10
minutes a 37°C au versene (Gibco) ou a la trypsine a 0,25 % dans du milieu de culture sans
sérum. Apres inactivation de la trypsine par addition de milieu supplémenté en SVF, les
cellules sont centrifugées a 200 g pendant 5 minutes, puis ensemencées a différentes densités
selon les expérimentations. Les cellules décollées sont maintenues en culture pendant 3 jours
avant toute manipulation afin de permettre la synthése des protéines de surface dégradées par
la trypsine. D’autre part, le verseéne est utilisé lors des expériences nécessitant une réaction

antigéne/anticorps immédiatement apres décollement des cellules.

1.4 - Ensemencement des cellules

Les cellules sont ensemencées dans des flasques de culture de 25 cm® (10°
cellules/flasques) afin d’entretenir la lignée cellulaire et dans des plaques 6 puits (Nunc) (10’

cellules/puits) pour les études d’incorporation du BrdU par cytométrie en flux.

y . . . , L. 5
Pour réaliser les immuno-marquages qui seront analysés par cytométrie en flux, 2x10

cellules sont déposées dans chacun des puits de plaques 6 puits.

Afin de réaliser les tests immunoenzymatiques d’étude de I’apoptose par dosage des
nucléosomes solubles intra-cytoplasmiques par ELISA ("enzyme-linked immunosorbent
assay") ou des tests de prolifération des cellules par dosage de 1’activité de la succinate
déshydrogénase grace au 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
(MTT), 10* cellules ont été déposées dans des puits de plaques 96 puits (Nunc, VWR,

France).

Pour les études en immunofluorescence indirecte ou d’apoptose par la méthode
TUNEL ("TdT-mediated dUTP nick end labelling"), 2 x 10" cellules sont ensemencées par
puits dans des chambres de culture de 8 puits (Lab-Tek, Nunc).
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1.5 - Conditions de stimulation des cellules

Toutes les études de prolifération ou d’apoptose ont été¢ réalisées apres différents

temps d’exposition a différentes molécules (Tableau 4). Certaines voies de transduction du

signal ont été étudiées apres leur activation ou leur blocage par les molécules suivantes :

Concentrations
Temps
Noms Nature finales Fournisseurs
d’exposition
d’utilisation
NGF recombinant ICN Biomedical (Irvine , CA,
B NGF ) 50 uM 48 heures
humain USA)
BDNF recombinant Promega (Charbonniéres,
rthBDNF ) 50 uM 48 heures
humain France)
"Super Fas ligand" Diaclone (Besangon, France)
rh Super FasLigand recombinant Variable ou Alexis Biochemicals 48 heures
humain (Coger S.A., Paris, France)
7Z-IETD-FMK Inhibiteur
irréversible de la 50 uM Calbiochem (San Diego, CA) 48 heures
(IC8) caspase-8
M A Inhibiteur de la voie
anumycin . . . .
i A1 Sigma-Aldrich (Saint-Quentin
des sphingomy¢li 50 uM g o 48 heures
(MA) Fallavier, France)
-nases neutres
) Inhibiteur des ) ) )
Etoposide ) Variable Sigma-Aldrich 48 heures
topoisomérases 11
Neurotrophin ) )
IgG1 de souris anti- NeoMarkers (Fremont, CA,
Receptor Ab-1, NTR 50 uM 48 heures
p75 USA)
clone NGFRS5
) Toxine qui dégrade ) )
Brefeldine-A (BFA) 10 pg/mL Sigma-Aldrich 2 heures

I’appareil de Golgi
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Acide nordihydro- ) i
o Toxine qui dégrade ) )

guaiaretique 10 uM Sigma-Aldrich 24 heures

I’appareil de Golgi

(NDGA)
TRAIL recombinant ) o )
Killer TRAIL ) Variables Alexis Biochemicals 48 heures
humain

ZVAD-EMK )y ibiteur général

q 20 uM Promega 48 heures
(PAN) es caspases

Tableau 4. Liste des molécules déposées sur les cellules.

II - Mise en évidence de la présence de transcrits codant les

récepteurs

Ces techniques ont pour but de mettre en évidence la présence de transcrits codant les

récepteurs d’intérét au niveau des deux lignées cellulaires.

I1.1 - Extraction d’ARN totaux

Toutes les techniques faisant intervenir des ARN sont effectuées en absence totale de

RNAses (produits et matériel sans RNAse) et dans la glace.

L’extraction d’ARN totaux des cellules a été réalisée grace au SV Total Isolation
System (Promega) selon les indications du fournisseur sur des cellules dans différentes

conditions de stimulation.

Le "Tripure Isolation Reagent" (Roche) a également été utilisé. Apres avoir décollé les

cellules, 5 a 10 x 10° cellules sont lysées dans 1 mL de réactif et la solution est maintenue
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pendant 5 minutes a température ambiante afin d’assurer la dissociation compléte des
complexes nucléoprotéiques. Le phénol, un puissant agent déprotéinisant contenu dans le
réactif "Tripure Isolation Reagent", permet la séparation des protéines et des acides
nucléiques. Deux cents pL de chloroforme sont alors ajoutés et le mélange
phénol/chloroforme est incubé 10 minutes a température ambiante. Le chloroforme permet
d’éviter la présence de traces éventuelles de phénol dans la phase aqueuse. Les solutions sont
ensuite centrifugées 15 minutes a 12000 g afin de séparer les différentes molécules. Trois
phases distinctes sont observées : la phase inférieure qui contient le phénol et le chloroforme,
une couche intermédiaire composée des protéines et la phase aqueuse supérieure qui contient
les acides nucléiques. Apres transfert de la phase supérieure dans un tube, 500 pL
d’isopropanol sont ajoutés et incubés pendant 5 & 10 minutes a température ambiante afin de
précipiter ’ensemble des ARN. Une centrifugation a 12000 g pendant 10 minutes puis un
ringage des culots nucléiques a 1’éthanol a 75 % sont ensuite réalisés. Une derniére
centrifugation est réalisée pendant 5 minutes a 7500 g et apres ¢élimination du surnageant, les
culots sont séchés pendant 10 minutes afin d’évaporer totalement I’éthanol. Finalement, les

ARN totaux sont repris dans de I’eau stérile et solubilisés pendant 10 minutes a 65°C.

Afin de conserver I’intégrité des ARN, ceux-ci sont conservés a - 80°C.

I1.2 - Synthese d’ADN complémentaire (Transcription inverse : RT)

La transcription inverse permet la synthése du brin d’ADN complémentaire (ADNCc) a
partir d’un brin d’ARN, aboutissant a la formation d’une molécule hybride ARN/ADN. Cette
synthése est réalisée a I’aide d’une enzyme, la transcriptase inverse, et nécessite 1’apport
d’une amorce permettant 1’initiation. Lors de notre étude, la synthése d’ADNc, réalisée a
partir d’ARN messagers, a été possible grace a I’utilisation d’une amorce s’hybridant

uniquement a la séquence polyadénylée située en aval des ARN messagers, un oligo(dT).

75



I1.2.A - Selon le protocole de Superscript’™ II RNase H™ Reverse transcriptase

A 1 pg d’ARN total sont ajoutés 500 ng d’oligo(dT), 10 nmoles de chaque dNTP
(dATP, dCTP, dGTP et dTTP) et de ’eau. La solution est ensuite déposée pendant 5 minutes
dans un bain a 65°C. Le tampon de I’enzyme et 100 mM de 0,1 M DTT sont alors ajoutés et
ce mélange est incubé 2 minutes a 42°C, température optimale d’activité enzymatique. 200
unités de I’enzyme, la Superscript'™ II RNase H Reverse transcriptase (Invitrogen Life
Technologies, Cergy Pontoise, France), sont alors ajoutées et la synthése d’ADNc est réalisée
a 42°C pendant 50 minutes. La réaction est enfin stoppée en chauffant a 70°C pendant 15

minutes.

I1.2.B - Selon le protocole AMYV reverse transcriptase

La réaction de transcription inverse est réalisée grice a un mélange contenant le
tampon de I’enzyme (1X final), 5 mM de MgCl,, 1 mM de chaque dNTP (dATP, dCTP,
dGTP et dTTP), 1,6 ng d’oligodT, 50 unités d’inhibiteur de RNAse, 1 ng d’ARN totaux, au
moins 20 unités de I’enzyme AMYV reverse transcriptase (Boehringer, Mannheim, Allemagne)
et de I’eau stérile pour compléter & 20 pL. Aprés une incubation de 10 minutes a 25°C, la
synthése d’ADNc est réalisée a 42°C pendant 60 minutes. Finalement, la réaction est arrétée

en dénaturant la transcriptase inverse a 99°C pendant 5 minutes.

Les solutions contenant I’ ADNc sont ensuite stockées a -20°C jusqu’a utilisation.

II.3 - Amplification de I’ADNc par réaction de polymérisation en
chaine (PCR)

La réaction de PCR a permis d’amplifier les transcrits de plusieurs récepteurs au

niveau des lignées neuroblastiques et gliales.

La réaction est réalisée dans un microtube a PCR dans lequel sont mélangés 2 pL
d’ADNc matriciel a amplifier, 10 pmoles de chacune des deux amorces spécifiques (amorces

dites 5’ et 3’), les quatre dNTPs, chacun a 0,2mM de concentration finale, le tampon
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enzymatique a 1X et 1 unit¢ de Tag DNA polymérase (Amersham Pharmacia Biotech,

Piscataway, NJ, USA), dans un volume final de 25 pL.

La réaction de PCR est ensuite réalisée sur un automate programmable (Applied
Biosystem gene Amp, Applied, Foster City, CA) pourvu d’un bloc chauffant permettant
d’obtenir les températures spécifiques de chacune des étapes. Une premiere étape de
dénaturation de I’ADN est tout d’abord réalisée par chauffage a 92°C pendant 30 ou 40
secondes. L ’hybridation des amorces est ensuite effectuée pendant 30 ou 40 secondes a une
température calculée selon la longueur, la spécificité et la séquence nucléotidique des
amorces. La température optimale d’hybridation d’une amorce, ou Tm, se calcule selon la
formule : 4x (G+C) + 2x (A+T) — 5°C (Cf tableau pour les températures d’hybridation).
Finalement, le temps de polymérisation a 72°C varie de 30 secondes a 2 minutes en fonction

de la taille de I’ADN. Ces trois étapes sont répétées durant 35 ou 45 cycles.

Les séquences des amorces 5’ et 3’ utilisées pour chacune des amplifications réalisées

par PCR sont précisées dans le tableau 5 suivant :

Taille de la
Séquence Nom de Programme
Séquence de ’amorce séquence a
référence I’amorce e s
amplifier utilisé
. 5
ot Actine CGT TGA CAT 3CCG TAA S o0 (3 min 4 92°C), + (40 sec
-Actine ’ es nucléotides
sens AGA CC ' 492°C + 40 sec 4 61°C +
Swiss-Prot : a 1129 soit 231 50 7900 o
. 3 72° + i
X00351 | Actineanti | “TGC TAC TCC TGC TTG bases. secd72°C)ss + (8 min
B b3 20
sens CTG AT? a72°Ch
=
7NTR p75.1 GITCTC CTG CCA3 GGA b léotides 517 (3 min 4 92°C); + (40 sec
’ es nucléotides
P CAA GCA GAA a92°C +40seca61°C +
Genbank : a 794 soit 277 50 S % mi
. 3 72° +
M14764 SCGT GCT GGC TAT GAG bases. sec 8 72°C)ss + (8 min
p75.2 . 472°C),
GTCTTGTTCT
=
Fas 1 ATCGIC CAA A?G TGT D léotides 54 (3 min a 92°C); + (40 sec
’ es nucléotides
Fas Genbank : TAATGCC a92°C+40seca6l°C+
M67454 4 334 soit 480 50 a 72°C 8
S ° + i
SACA AAG CCA CCC CAA bases. secd72°C)ss + (8 min
Fas2 GTT AGA T* a72°C)y
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TRAIL-R1

YCTG AGC AAC GCA GAC

(5 min a2 92°C); + (30 sec

3 Des nucléotides 963
TCGCTG TCC AC , 4.92°C + 30 sec 4 64°C +
Genbank : 4 1468 soit 506 45 72°C 8
: , ecy 4 (8 o
SCCA AGG ACA CGG CAG bases. secd72°C)as * (8 min
NM003844 R12 , a72°C),
AGC CTG TGC CAT?
.
TRAIL-R2 R2.1 GCCTCATGG ACA AT3G D léotid (5 min a 92°C); + (30 sec
' es nucléotides
AGATAA AGG TGG CT " | 292°C + 30 sec 4 66°C +
Genbank - 1370 a 1871 soit 45 1900 8 mi
: : 4 72°C)ys +
SCCA AAT CTC AAA GTA 502 bases. 5c 8 72°C)as + (8 min
NM003842 R22 , a72°C),
GGC ACA AAC GG*
-
ARG . GAA GAA TTT GGT3GCC ] o (5 min 4 92°C), + (30 sec
’ es nucléotides
AATGCCACTG 492°C + 30 sec 4 63°C +
Genbank - 41263 soit 612 45 e .
: ] 3 72° + i
SCTC TTG GAC TTG GCT bases. secd72°Chas + (8 min
NM003841 R3.2 N 472°C),
GGG AGA TGT G
-
RAILR4 " CTTTTCCGGCGGSGTTCA ] o (5 min 4 92°C), + (30 sec
’ es nucléotides
TGTCCTTC , 392°C + 30 sec 4 66°C +
Genbank - a 1317 soit 464 45 190 8 mi
: : 3 72°C)4s +
SGIT TCT TCC AGG CTG bases. 56¢ 8 72°C)s *+ (8 min
NMO003840 R4.2 : a72°C),
CTT CCC TTT GTA G°

Tableau 5. Tableau récapitulatif des informations concernant les amorces utilisées lors des

réactions de PCR.

Lors de chaque réaction d’amplification, un controle négatif de la réaction est réalisé

en remplagant les ADNc par de I’eau. Un contrdle positif basé sur 1’utilisation des amorces de

B-actine, citées dans le tableau 5, est également réalisé, la B-actine étant un composé

ubiquitaire du cytosquelette. Il permet de vérifier I’intégrit¢ des ADNc synthétisés.
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I1.4 - Electrophorese sur gel d’agarose

Afin d’observer les résultats obtenus aprés chaque PCR, les séquences amplifiées sont
séparées grace a des gels d’agarose dilué a 1,5 % dans du tampon Tris Borate EDTA (Ehyléne
Diamine Tetraacétique Acide disodium) 1X (TBE 1X : Tris 50 mM, acide borique 50 mM,
EDTA 1,25 mM, Sigma-Aldrich) et additionnés de 10 pg/mL final de bromure d’éthidium
(BET, Sigma-Aldrich). Apres polymérisation du gel, I’¢lectrophorése des échantillons de
PCR additionnés de tampon de charge (bleu de bromophénol 2,5%, xyléne cyanol 0,25% dans
du glycérol, Sigma-Aldrich), est réalisée dans une cuve horizontale remplie de TBE 1X.
Parall¢lement, un marqueur de masse moléculaire (100 paires de bases, Promega) est déposé
et permet de déterminer la taille des fragments obtenus. L'ADN est enfin visualisé¢ sous

éclairage UV apres électrophorese.

I1.5 - Clonage

Aprées avoir vérifié leur pureté et leur taille par électrophorese sur un gel d’agarose, les
ADNCc amplifiés par PCR sont clonés dans un vecteur, pGEM-T Easy Vector (Promega)
(Figure 23) ou pCRII-TOPO (Invitrogen) (Figure 24). Ces deux plasmides contiennent, entre
autre, le géne de résistance a I’ampicilline ainsi que le geéne de la B-galactosidase (lacZ) dans

lequel est cloné le fragment d’intérét.

pGEM*=-T Easy
Veclor
(| (3013bp)

A4TIVARDS A

Figure 23. Carte de la composition du vecteur pPGEM-T Easy Vector.
79



Pour le vecteur pGEM-T Easy, 5 uL. de tampon de I’enzyme, 50 ng de vecteur pGEM-
T Easy, 3 uL de I’ADNc amplifié par PCR et 3 unités de T4 DNA ligase sont mélangés dans
un tube. La solution est délicatement mélangée a la pipette et la ligation réalisée a 16°C

pendant 14 heures.

PCRUII-TOPO
3.9 kb

Figure 24. Carte de la composition du vecteur pCR II-TOPO.

Pour le vecteur pCR II-TOPO, 1 uL de solution contenant le vecteur, 1 uL de solution
saline et 4 uL de produit de PCR sont délicatement mélangés et laissés 10 minutes a

température ambiante.

I1.6 - Transformation de bactéries thermocompétentes par les
plasmides

Cinq pL de la solution de ligation contenant le plasmide pGEM-T Easy et I’insert sont
ajoutés a un tube contenant 20 puL de bactéries thermocompétentes JM 109 (Promega). Le
plasmide est alors introduit dans la bactérie par choc thermique : aprés 20 minutes dans la
glace, le tube contenant le plasmide et les bactéries est transféré pendant 1 minute dans un

bain-marie a 42°C puis immédiatement remis dans la glace pendant 3 minutes minimum.
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Aux 6 pL de solution contenant le plasmide TOPO et I’insert sont ajoutés 50 pL de
suspension de bactéries compétentes. Un choc thermique est également réalisé selon le méme
protocole que pour pGEM-T Easy. 250 uL de SOC sont ensuite ajoutés et la suspension est

incubée pendant 1 heure a 37°C sous agitation.

Les bactéries transformées sont alors étalées sur un milieu gélosé (15 g d'agar pour 1
litre de milieu LB : NaCl 1%, Bactotryptone 1%, Extrait autolytique de levure 0,5%, pH
ajust¢ a 7,4 avec NaOH 10 N, Sigma-Aldrich). Dans le milieu gélosé sont ajoutés de
I’ampicilline (50 pg/mL, Promega) et de I’X-Gal (80 pg/mL, Promega) pour sélectionner les
bactéries transformées par les plasmides pGEM-T Easy et TOPO et de I'IPTG (0,5 mM,

Promega) afin de sélectionner les bactéries transformées par le plasmide pGEM-T Easy.

L’ampicilline contenue dans la gélose permet de sélectionner les bactéries résistantes a
cet antibiotique, c’est-a-dire les bactéries contenant un plasmide. Le geéne de la [3-
galactosidase, lacZ, permet de sélectionner les bactéries transformées par un plasmide
contenant le fragment d’intérét. L'TPTG agit alors comme inducteur du geéne lacZ tandis que le
X-Gal permet de mettre en évidence la présence d'une activité B-galactosidase en donnant une

réaction colorée.

Ces boites de gélose sont alors placées dans une étuve a 37°C pendant au moins 12
heures. Les colonies bactériennes blanches sont composées de bactéries qui contiennent le
plasmide et dont le géne lacZ n’est pas fonctionnel, c’est-a-dire dont le géne lacZ est coupé

par le fragment d’intérét.

I1.7 - Mise en culture de bactéries transformées par un plasmide

Cette étape permet, par I’intermédiaire de la prolifération des bactéries sélectionnées,

d’augmenter la quantité des plasmides d’intéréts.

Chaque colonie blanche composée de bactéries résistantes a l'ampicilline, et ayant
donc intégré un plasmide, est déposée dans 2 mL de milieu LB contenant de I’ampicilline.

L’amplification des clones est réalisée sous agitation, 6 a 12 heures et a 37°C.
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I1.8 - Purification des plasmides amplifiés

La purification des plasmides contenus dans les bactéries a été réalisée selon le kit

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega).

Apres centrifugation et ¢élimination du surnageant, les bactéries sont remises en
suspension puis lysées dans un tampon de lyse. De la phosphatase alcaline est également
ajoutée a la fin de 1’étape de lyse. Elle permet I’inactivation des endonucléases qui pourraient
dégrader I’ADN et la dégradation les protéines présentes dans le milieu. Une étape de
neutralisation permet d’arréter la lyse et diminue 1’activité de la phosphatase alcaline. Les
débris cellulaires sont ¢éliminés par centrifugation et I’ADN plasmidique solubilisé est
accroché sur la membrane d’une mini colonne lors du passage de la phase aqueuse. Apres

deux ringages, I’ADN est ¢élu¢ de la membrane par simple ajout d’eau.

I1.9 - Digestion enzymatique des plasmides purifiés

Cette étape de digestion par des enzymes de restriction permet de confirmer que les

plasmides purifiés contiennent bien le fragment d’intérét.

L'ADN plasmidique est digéré en présence d'un tampon 10 X adapté a chaque enzyme
et de la quantit¢ d'enzyme adéquate (il faut compter 1 unité d'enzyme pour 1 pug d'ADN a
digérer). La digestion est alors réalisée a température optimale pour 1’activité de 1’enzyme
pendant 2 heures et le résultat de la digestion observé par électrophorése sur un gel d’agarose

(comme décrit dans la partie 11.4).

L’enzyme de restriction Eco RI (Gibco) est dans ce cas utilisée. En effet, des sites de
restriction situés de chaque coté de I’insert permettent de séparer le plasmide et le fragment

d’intérét.
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I1.10 - Séquengage de I’ADN

Lors de cette étude, le séquengage a permis de vérifier que la séquence des fragments

clonés dans les différents plasmides correspondait bien a la séquence attendue des récepteurs.

Le séquencage est réalisé selon la méthode des didésoxynucléotides de Sanger (Sanger
et al., 1977) sur un séquenceur automatique (systéme ABI Prism 310, Perkin Elmer, Applied
Biosystems). Cette méthode est basée sur l'interruption de la polymérisation d'un brin d'ADN
grace a la substitution du groupement hydroxyle en 3’ du sucre par un atome d'hydrogeéne sur

un désoxynucléotide. La formation de liaison phosphodiester est alors bloquée.

La réaction de séquence est réalisée par PCR unidirectionnelle avec de la Taq
polymérase. Une solution contenant 400 a 700 ng (selon la taille de ’ADN) d’ADN
plasmidique matriciel double brin, 3,2 pmoles d’amorce et de I’eau pour un volume final de
20 uL est tout d’abord dénaturée par chauffage a 100°C pendant 2 minutes 30 secondes et
puis immédiatement déposée sur glace pendant 2 minutes 30 secondes. Dans un tube PCR
sont mélangés I’ADN dénaturé et 3 pL de Big Dye (mélange réactionnel constitué de Taq
polymérase, des quatre désoxynucléotides et des quatre didésoxynucléotides, chacun marqué
avec une molécule fluorescente différente, Perkin Elmer) et le tampon de 1’enzyme a la

concentration de 1X finale.

Une réaction de PCR est alors réalisée. Celle-ci comporte 30 cycles de 5 secondes de

dénaturation a 96°C, 10 secondes d’hybridation a 55°C et 4 minutes d’élongation a 60°C.

La précipitation des produits de PCR est réalisée avec 80 uL d’éthanol 80 % pendant
20 minutes sur la glace puis centrifugation a 14000 tour/min pendant 20 minutes a 4°C.
L’ADN est ensuite lavé avec 200 pL d’éthanol 70 % puis a nouveau centrifugé pendant 20
minutes. Finalement, I’ADN est repris dans 17 pL de formamide désionisé, dénaturé pendant
2 minutes 30 secondes a 100°C puis immédiatement déposé sur glace pendant au moins 2
minutes. La lecture de la séquence est réalisée par un séquenceur automatique (ABI 310
Perkin-Elmer, Brancburg, NJ). Celui-ci est composé¢ de capillaires contenant un gel
d’acrylamide. Les fragments amplifiés par PCR sont donc séparés selon leur taille, passent
devant un faisceau laser et I’émission renvoyée par la molécule fluorescente est captée par le

séquenceur. Un systéme logiciel couplé au systéme optique permet I’analyse du signal émis et
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détermine la nature de la molécule fluorescente et donc du didésoxynucléotide auquel elle

correspond.

111 - Etude des variations d’expression d’ARN par la

technique de Northern-blot

Cette technique permet de transférer des acides ribonucléiques séparés selon leur taille
dans un gel d’agarose sur une membrane de nitrocellulose dans le but de réaliser un
appariement de ces acides nucléiques avec une sonde d’ADN spécifique et complémentaire.
La présence ou I’absence d’ARN d’intérét peut alors étre déterminée et il est également

possible d’étudier les variations quantitatives de ces ARN.

III.1 - Séparation des ARN par ¢lectrophorese

Les extractions d’ARNs (réalisées selon le protocole "Tripure Isolation Reagent"
décrit dans la partie 11.1) ont dans ce cas été réalisées a partir de cellules a I’état basal ou apres

ajout de BDNF ou de Fas L pendant 24 heures.

Dix pg d’ARN totaux sont dénaturés dans un bain a 100°C, mélangés a du tampon de
charge et séparés par électrophorése sur un gel d’agarose a 1% (1 % d’agarose, 2,2 M de
Formaldehyde, du MOPS 1 X(200 mM MOPS, 50 Mm acétate de sodium, 10 mM d’EDTA,
pH 7) et I mg/mL de BET, Sigma-Aldrich). La migration s’effectue en tampon MOPS 1X a
voltage constant de 40 Volts pendant 14 heures. Apreés migration, il est possible de distinguer
sous éclairage UV les deux types d’ARN les plus abondants dans les cellules humaines : les

ARN ribosomiques 28S et 188, respectivement de 5 et 2 kilobases.
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II1.2 - Transfert des ARN séparés par ¢lectrophorese sur membrane de
nitrocellulose

L’ARN étant monobrin, aucune dénaturation n’est nécessaire. En revanche, afin de
débarrasser le gel du formaldéhyde qui pourrait géner I’hybridation ultérieure de la sonde
radiomarquée, le gel contenant les ARN est rincé a deux reprises pendant 20 minutes dans des
bains de tampon salin sodium citrate (SSC) 10X, neutre (Chlorure de sodium 1,5M, citrate de

sodium 0,15M, pH 7, Sigma-Aldrich).

Le transfert est dans ce cas un transfert passif réalis¢ par capillarité dans du tampon
SSC 10X (Figure 25). Une plaque de verre est posée sur un bac contenant le tampon SSC
10X. Le gel contenant les ARN a transférer est déposé sur un pont de papier Whatman
préalablement imbibé de tampon de transfert et dont les extrémités baignent dans ce méme
tampon. Une pi¢ce de membrane découpée aux dimensions exactes du gel et imbibée de
tampon est ensuite déposée sur le gel. Il est primordial de ne laisser aucune bulle d’air dans le
montage, que ce soit entre le pont de papier Whatman et le gel ou entre le gel et la membrane.
Sur la membrane sont ensuite appliqués un morceau de papier Whatman imbibé de tampon
puis 2 morceaux secs. Une pile de papier absorbant est enfin déposée sur le haut de ce

montage. Un poids permet de faciliter le transfert des acides nucléiques sur la membrane.

l — SUpports et poids

! Papier absorbant ’

R A—
[\

SSC 10X

Papier Whatman

Figure 25. Schéma de la construction du systéme de transfert passif utilisé en Northern-blot.

Apres un minimum de 6 heures de transfert passif, la membrane est lavée 20 minutes

dans du SSC 5X. Les ARN sont fixés a la membrane par chauffage durant 2 heures a 80°C.
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Les membranes peuvent alors étre conservées dans un endroit sec et a I’obscurité.

Si les membranes sont destinées a étre hybridées avec une sonde radioactive, celles-ci
sont mises au contact de tampon d’hybridation (100 g/L Dextran Sulfate, 40 % formamide, 20
% SSC 20X, 1 % Tris 2M pH 7,5, 1 % Denhardt’s 100 X et 20 mg/L d’ADN de sperme de

saumon).

I11.3 - Synthese de la sonde radioactive

Les sondes radioactives sont réalisées par "random priming" avec incorporation d’un

désoxynucléotide comportant un atome de phosphore 32 sur le carbone o, du dCTP-**P.

II1.3.A - "Random priming"

L’ADN qui servira de matrice a la synthése de la sonde est tout d’abord extrait d’un
plasmide par digestion enzymatique grace a 1’enzyme Eco RI. Le fragment obtenu est
dénaturé 2 minutes 30 secondes a 100°C puis immédiatement dépos¢ dans la glace. Une
solution contenant 30 a 100 ng d’ADN matriciel, 1 a 5 ug d’hexanucléotides (amorces pour la
polymérisation) et 14 uL d’eau est dénaturée a 100°C pendant 3 minutes et mise dans la glace
afin de ramener la température du tube a 37°C. 2,5 uL d’un mélange de dATP, dGTP et dTTP
40,5 mM, 2,5 uL du tampon 10 X de I’enzyme Klenow, 5 pL de dCTP-**P 4 3000 Ci/mM et
1 uL de polymérase, fragment de Klenow de la DNA polymérase I, sont ensuite ajoutés a la
solution précédente. La polymérisation est réalisée pendant 1 heure a température ambiante
puis 1 heure a 30°C. Finalement, ’enzyme est inactivée en chauffant pendant 1 minute a

68°C.

I11.3.B - Purification de la sonde

Dans le tube contenant la sonde radioactive sont ajoutés 185 uLL d'EDTA a 10 mM et

0,1 % de sodium dodécyl sulfate (SDS, Sigma-Aldrich) afin de dénaturer la polymérase, puis
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30 uL de NaCl 5 M, 10 uL de tRNA a 8 ug/uL et 250 uL de phénol chloroforme isoamyl
alcool (Sigma-Aldrich) pour précipiter les sondes. Les solutions sont alors mélangées puis
centrifugées 3 minutes a 13000 rpm. La phase aqueuse supérieure contenant la sonde est alors
transférée dans un tube propre et additionnée de 2 volumes d’éthanol absolu. Aprés 30
minutes de précipitation a - 20°C, les solutions sont centrifugées pendant 20 minutes a 13000
rpm et le surnageant est ¢liminé. Les culots sont alors rincés 2 fois avec 1 mL d’éthanol a 70
%, séchés 10 minutes a 1’air, dilués dans 1 mL d’eau puis dissous pendant 5 minutes a

température ambiante.

II1.4 - Hybridation des membranes

A la solution de sonde purifiée sont ajoutés 500 pL d’ADN de sperme de saumon et
50 uL de NaOH 10 N. Aprés mélange de la solution par inversion du tube, la soude est
neutralisée avec 500 uL d’HCI 1 N et sont ajoutés 140 uL de Tris 2 M (Sigma-Aldrich) et 20
mL de tampon d’hybridation. Le mélange est déposé dans un sac a hybrider contenant la
membrane. Apres avoir chassé les bulles d’air et scellé¢ le sac, ’hybridation de la sonde est

réalisée durant 14 heures a 40°C.

I11.5 - Lavages des membranes et révélation

Les lavages permettent d’¢éliminer les exceés de sonde radioactive ainsi que les brins

radiomarqués accrochés non spécifiquement sur les membranes.

Une fois la sonde hybridée, la membrane est rincée 4 fois 15 minutes dans une
solution contenant 0,1 % de SDS et du SSC 2 X a température ambiante puis dans une
solution contenant 0,5 % de SDS et du SSC 0,1 X a 52°C. Finalement, la membrane est

séchée puis exposée sur un film autoradiographique pendant plusieurs heures a — 80°C.
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IV - Détection de protéines par la méthode de Western-

Blotting

Cette technique a été utilisée afin de mettre en évidence la présence ou 1’absence de

protéines au niveau des deux lignées cellulaires.

IV.1 - Préparation des protéines

IV.1.A - Lysat cellulaire total

Pour chaque lignée, aprés un lavage en tampon salin phosphate (PBS), les cellules sont
lysées dans du tampon de lyse (50 mM Tris HCl, 1 % NP-40, 0,25 % deoxycholate de
sodium, 150 mM NaCl, ImM EDTA (Sigma-Aldrich), ImM de phényl méthyl sulfonyl
fluoride, 2pug/mL de cocktail anti-protéase (Protease inhibitor cocktail set III, Calbiochem))
pendant 5 minutes a 4°C. Le lysat cellulaire est alors homogénéisé par aspiration et
refoulement puis centrifugé a 14000 rpm pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant contenant

les protéines cellulaires totales est séparé du culot lipidique et conservé a - 20°C.

IV.1.B - Dosage de la concentration protéique

La concentration en protéines totales est déterminée selon un dosage colorimétrique
bas¢ sur I'utilisation du réactif de Bradford (Sigma). La gamme étalon de la réaction est
réalisée a I’aide d’une solution d’Albumine Sérique Bovine (BSA, Sigma) de concentration
connue. Les densités optiques obtenues pour chaque solution sont mesurées grace a un

spectrophotométre a une longueur d’onde de 595 nm.
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IV.2 - Séparation des proté€ines par €lectrophorese

Vingt a 25 pg de protéines ont été diluées au 2 dans du tampon de Laemmli modifié
adapté pour les études électrophorétiques [Tris 0,25 M, pH 6,8 ; SDS 4 % ; glycérol 10 % ;
bleu de bromophénol 0,006 % et B-mercaptoéthanol 2 %]. Elles ont ensuite été dénaturées a

100°C pendant 5 minutes.

Dans différents puits du systetme de migration sont déposés les lysats totaux de
protéines, SH-SY5Y, U-87 MG et H4 (lysat de neurogliome humain, témoin positif
d’expression des récepteur TrkB, H4, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) et un marqueur
de poids moléculaire (Sigma-Aldrich) est utilis¢ comme référence pour déterminer les poids

moléculaires.

La séparation protéique est réalisée par migration €lectrophorétique en gel de poly-
acrylamide contenant du SDS ou SDS-PAGE. Les gels de résolution utilisés sont composés
de 1,850 M de Tris HCI pH 8,8, de SDS a 10 %, de Temed a 0,05 %, d’ammonium persulfate
a 10 % (Sigma-Aldrich) et d’une concentration variable en acrylamide (Sigma-Aldrich). Les
concentrations d’acrylamide utilisées sont de 7,5, 10, 12 et 15 % et varient selon le poids
moléculaire des protéines recherchées. L’¢lectrophorése est réalisée a ampérage constant, 40
mA, dans du tampon de migration (Tris 190 mM, glycine 150 mM, SDS 0,1 %, pH 8,5,
Sigma-Aldrich).

IV.3 - Transfert sur membrane des protéines

Un transfert sur membrane de nitrocellulose (HAHY 0,45 uM, Millipore, St Quentin-
Yvelines, France) est ensuite effectu¢ (transfert semi-sec, Biométra, Polylabo, Strasbourg,
France) pendant 45 minutes pour chaque gel a 12 volts dans du tampon de transfert (Tris 250

mM, glycine 200 mM, méthanol 20 %, pH 8,2).

Apres transfert, la membrane de nitrocellulose est plongée dans une solution de rouge
Ponceau (Sigma-Aldrich) afin de vérifier la qualité de 1’électrophorése et de s’assurer que les

protéines ont bien été transférées.
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IV.4 - Detection des protéines d’intéréts grace a des anticorps

spécifiques

Afin de bloquer les sites éventuels de fixation non spécifique des anticorps primaires

sur la membrane et afin d’éviter toute réaction antigéne/anticorps non spécifique, les

membranes sont plongées dans une solution de PBS contenant 5 % de lait écrémé pendant 2

heures a température ambiante (TA).

Les bandes de nitrocellulose sont ensuite incubées pendant 14 h a 4°C sous agitation

avec |’anticorps primaire, un anticorps reconnaissant spécifiquement la protéine recherchée,

dilué dans du PBS contenant 3 % d’albumine bovine sérique (BSA, Jacques Boy Institute

S.A., Reims, France).

Les anticorps primaires utilisés en Western-blot sont récapitulés dans le tableau 6

suivant :
Nom ou Concentration en
Antigéne Hote Dilution Fournisseur
clone acrylamide du gel
Acides aminés 1 a 160
) IgG1 NeoMarkers
du domaine extra-
NGFR5 ) 1/500 (Fremont, CA, 10 %
cellulaire du récepteur .
JoNTR souris USA)
p
Partie C-terminale de Polyclonal Santa Cruz
C-20 la protéine Fas 1/200 ou 1/300 12 %
humaine lapin Biotechnology
Acides aminés 160 a
340 du domaine extra-
Polyclonal Santa Cruz
H-181 cellulaire de la 1/200 ) 7.5 %
) . Biotechnology
protéine Trk B lapin
humaine
Acides aminés 29 a
165 du domaine extra- Polyclonal Santa Cruz
H-137 ) 1/200 ) 10 %
cellulaire du récepteur lapin Biotechnology

NTR
5

p7

90




Acides aminés 266 a

357 du domaine intra- Polyclonal Santa Cruz
H-92 1/800 ) 10 %
cellulaire du récepteur . Biotechnology
lapin
p7 SNTR
Ig
440 10E )
TRAIL-R1 1/100 Diaclone 12 %
7B9 .
souris
IgG1
B-K29 TRAIL-R2 1/100 Diaclone 12%
souris
Ig
434 9B9 TRAIL-R3 1/100 Diaclone 12 %
souris
Ig
441 4E9 TRAIL-R4 1/100 Diaclone 12 %
souris
Méme
Controéle isotypique IgGl concentration que )
B-Z1 . Panti Diaclone
IgG souris anticorps
primaire
Méme
Controle isotypique lgGi2a concentration que
B-72 Diaclone
IgG2a . I’anticorps
souris
primaire
Méme
Immunoglobulines Polyclonal concentration que | Dako Cytomation
irrelevantes de lapin lapin I’anticorps (Trappes, France)
primaire

Tableau 6. Tableau récapitulatif des anticorps primaires utilisés en Western-blot.
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Apres 3 lavages en PBS, la membrane est plongée dans une solution contenant des
anticorps secondaires, anti-immunoglobulines (Ig) totales de souris ou de lapin couplés a la
peroxidase (Dako Cytomation) fabriquées chez la chevre, dilués au 1/1000 ou au 1/2000 dans
du PBS pendant 1 heure. La révélation est effectuée en utilisant un réactif chémoluminescent

(Abcys, France).

V - Détection des récepteurs membranaires par cytométrie

en flux

La technique de cytométrie en flux a été utilisée afin de mettre en évidence la présence
de protéines au niveau des lignées cellulaires mais également pour étudier les variations

d’expressions de récepteurs dans différentes conditions de stimulation.

Les cellules SH-SYS5Y ou U-87 MG sont ensemencées dans des plaques de 6 puits
(Nunc) a 2x10° cellules par puits. Aprés adhésion des cellules, celles-ci sont mises en

présence de différentes molécules, FasL et BDNF, pendant 24 heures.

Les cellules sont tout d’abord décollées de leur support de culture par ajout de verseéne
(Gibco BRL), rincées au PBS puis comptées. Chacune des centrifugations intermédiaires est

réalisée a 250 g pendant 5 minutes.
Deux protocoles différents ont alors été utilisés :

a) Les cellules (2x10°) sont transférées dans des tubes de cytométrie puis sont saturées
en PBS contenant 1,5 % de BSA pendant 15 minutes. L’anticorps primaire, un anticorps
monoclonal anti-p75™"™" (Clone NGFR, NeoMarkers) dilu¢ au 1/40, ou un anticorps
isotypique anti-IgG1 de souris (B-Z1, Diaclone ou Immunotech, Marseille, France), sont
ensuite incubés pendant 15 minutes avec les cellules a 4°C et sont révélés par un anticorps
anti-Ig de souris conjugué a l'isothiocyanate de fluoresceine (FITC) (Dako Cytomation) dilué¢
au 1/10 pendant 10 minutes a 4°C. Finalement, les cellules sont centrifugées et remises en

suspension dans du PBS.
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b) Les cellules (2x10°), remises en suspension dans du verséne contenant 10 % de
SVF (V/SVF), sont déposées dans des tubes de cytométrie. Aprés perméabilisation des
cellules grace a du Triton X100 (Sigma-Aldrich) dilué a 0,1 % dans du PBS pendant 5

minutes et a 4°C, les anticorps primaires sont incubés pendant 30 minutes, a 4°C (Tableau 7) :

Nom Spécificité Hote Isotype Dilution Fournisseur
Variable (méme concentration
Controdle ] . .
B-Z1 ) ) souris IgG2a que celle de I'anticorps Diaclone
1sotypique o
primaire correspondant)
Variable (méme concentration
Contrdle ) ) )
B-Z2 ) ] souris IgGl1 que celle de I'anticorps Diaclone
isotypique o
primaire correspondant)
Variable (méme concentration
Contrdle ) ) Dako
) ) lapin que celle de I'anticorps )
isotypique o Cytomation
primaire correspondant)
NGFRS5 p75~N™ humain | souris IgG1 1/40 NeoMarkers
. . Santa Cruz
Trk B (H-181) Trk B humain | lapin | Polyclonal 1/100
Biotechnology
] ) Santa Cruz
Trk A (763) Trk A humain | lapin | Polyclonal 1/100
Biotechnology
440 3D5 TRAIL-R1 souris Ig 1/10 Diaclone
B-K29 TRAIL-R2 souris IgG1 1/10 Diaclone
B-D44 TRAIL-R3 souris IgG1 1/10 Diaclone
441 4D9 TRAIL-R4 souris Ig 1/10 Diaclone
Immunotech
UB2 couplé PE ) )
) Fas souris IgG1 1/5 (Marseille,
(Phyco-Erythrine)
France)
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Dako
NKH-1 couplé PE N-CAM souris IgG1 /5 )
Cytomation

Tableau 7. Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux.

Les cellules sont alors lavées en ajoutant 500 uL de V/SVF puis incubées dans du
V/SVF contenant un anticorps de porc anti-Ig de lapin couplé au FITC (Dako Cytomation)
dilué¢ au 1/100, pendant 30 minutes a 4°C. Finalement, les cellules sont rincées au V/SVF,

centrifugées puis fixées dans du V/SVF contenant 1 % de paraformaldéhyde (PFA).

Des contrdles isotypiques et des contrdles d’accrochages non spécifiques de

I’anticorps secondaire ont été réalisés lors de chaque manipulation.

L’analyse des marquages est réalisée grace a un cytometre en flux Epics XL-MCL
Coulter (HIALEAH, Floride, USA). Chaque analyse a été réalisée sur au moins 20 000
cellules. Les résultats obtenus sont représentatifs de 3 manipulations indépendantes et ont

permis de déterminer les intensités moyennes de fluorescence (IMF).

VI - Etude immunocytochimique par immunofluorescence

indirecte

L’expression de protéines, a 1’état basal ou dans différentes conditions de stimulation,

a été étudi¢e par immunofluorescence sur les lignées cellulaires SH-SYSY et U-87 MG.

Les cellules, & raison de 10* ou 10° par puits, ont été ensemencées dans des puits de
plaques 8 puits Lab-Tek (Nunc). Aprés adhésion des cellules, celles-ci sont mises en présence
de différents effecteurs pendant 24 ou 48 heures. Le milieu de culture est alors retiré et les
cellules sont fixées grace a une solution de PFA a 4% dans du PBS pendant 30 minutes a TA.

Les cellules sont alors lavées 3 fois en PBS et, afin de permettre la détection d’antigenes intra-
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cellulaires, elles sont perméabilisées par une solution d’alcool/acétone (V/V, Sigma-Aldrich)

ou de Triton X-100 a 0,1 % dans de I’eau pendant 5 minutes a 4°C. Trois rincages en PBS

sont a nouveau réalisés et une étape de saturation visant a bloquer les sites de fixation non

spécifiques est réalisée par incubation des cellules avec une solution de sérum d’agneau

(Sigma-Aldrich) dilué a 10 % dans du PBS pendant 90 minutes ou 2 heures et a TA.

Les cellules sont ensuite incubées avec les anticorps primaires dilués dans la solution

de saturation pendant 90 minutes & TA. Les anticorps primaires utilisés au cours de cette

étude, leur spécificité, leur dilution et leur fournisseur sont indiqués dans le tableau 8 suivant :

Hote et
Nom Spécificité Dilution Fournisseur Propriétés
isotype
B-Z1 Variable (méme
(couplé souris concentration que celle de ) ) )
) o Diaclone Contrdle isotypique
PE ou non IgG2a l'anticorps primaire
couplé) correspondant)
Variable (méme
souris concentration que celle de ) ) )
B-72 ) o Diaclone Contrdle isotypique
IgG1 l'anticorps primaire
correspondant)
Variable (méme
) concentration que celle de ) ) )
lapin ) o Dako Cytomation Controéle isotypique
l'anticorps primaire
correspondant)
souris )
B-G27 Fas humain 1/20 Diaclone
IgG2a
NGFR NTR )
p75 ) Santa Cruz Reconnait la partie extra-
p75 (H- ) lapin 1/50 ou 1/100 ) )
137) humain Biotechnology cellulaire du récepteur
Neurofila souris ] Marqueur des cellules
2F11 1/50 Dako Cytomation
IgG1 neuronales
-ment
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(68 kDa)

Protéine
. Dako Cytomation
gliale )
GFAP L lapin 1/50 Marqueur des astrocytes
fibrillaire
acide
souris Berhing (Rueil- Marqueur des cellules
ki-M7 CD-68 1/50
IgG1 Malmaison) microgliales
souris ) Molécules du CMH de
W6/32 HLA-ABC 1/50 Hybridome )
IgG2a classe I humain
p75NR souris Reconnait la partie extra-
NGFR5 1/100 NeoMarkers
humain IgGl1 cellulaire du récepteur
NGFR NTR o
p75 ) Santa Cruz Reconnait la partie intra-
p75 (H- ) lapin 1/50 )
92) humain Biotechnology cellulaire du récepteur
Mannosi- | Mannosi- ) Chemicon Marqueur de I’appareil
Lapin 1/200 ) )
dase 11 dase 11 International de Golgi
439
26H4H7 | TRAIL-R1 souris 1/10 Diaclone
B-D37 TRAIL-R2 souris 1/10 Diaclone
souris
B-F41 TRAIL-R3 1/10 Diaclone
IgG1
441 4D9 | TRAIL-R4 souris 1/10 Diaclone
Trk A Trk A Santa Cruz
lapin 1/100
(763) humain Biotechnology
NKH-1 souris Coulter, Fullerton, CA,
N-CAM 1/5 Dako
couplé PE IgG1 USA

Tableau 8. Liste des anticorps primaires utilisés en immunofluorescence.
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Apres 3 lavages de 10 minutes en PBS, un anticorps secondaire anti-Ig de souris ou de
lapin couplé a un fluorochrome (le type d’anticorps secondaire utilis¢ dépend de 1’espece et
de I’isotype de I’anticorps primaire), dilu¢ dans du PBS est déposé pendant 30 minutes sur les
cellules a température ambiante. La liste des anticorps secondaires utilisés est indiquée dans le

tableau 9 suivant :

Spécificité Hote Conjugué Fournisseur Dilution
Alexa Fluor Molecular Probes 1/4000 ou
Ig totales de souris | Chévre
(Leiden, Netherlands) 1/9000
488
Alexa Fluor 1/4000 ou
Ig totales de souris | Chévre Molecular Probes
1/9000
594
Alexa Fluor 1/4000 ou
Ig totales de lapin Chévre Molecular Probes
1/9000
488
. Alexa Fluor 1/4000 ou
Ig totales de lapin Cheévre Molecular Probes
504 1/9000

Tableau 9. Liste des anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence indirecte.

Les radeaux lipidiques ont été détectés grace a leur fixation avec la sous-unité B de la
toxine cholérique couplée au FITC (Sigma-Aldrich), incubée pendant 20 minutes a 4°C et

diluée au 1/200 dans du PBS.

Finalement, les cellules sont lavées en PBS, 3 fois 20 minutes, rapidement rincées a
I’eau, séchées puis fixées au glycérol-gélatine (Gibco BRL) entre lame et lamelle. Les
observations sont réalisées grace a un microscope confocal (Carl Zeiss S.A.S, LSM 510, Jena,

Allemagne).

Un contrdle systématique de chaque anticorps secondaire a été effectué afin de vérifier
que cet anticorps ne se fixe pas de fagon non spécifique sur les cellules. Pour cela, les cellules
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sont incubées avec 1’anticorps secondaire, sans exposition préalable a un anticorps de

premiére couche.

De méme, un controle isotypique est effectué pour chaque anticorps primaire, avec
selon les cas, des Ig irrelevantes IgG1 ou IgG2a purifiées chez la souris ou une fraction

purifiée d’IgG de lapin.

VII - Analyse de la polarisation des récepteurs

Les cellules ont été¢ décollées des flacons de culture grace a du verséne (Gibco BRL)
déposé¢ sur les cellules pendant 10 minutes. Apres trois lavages en PBS froid, 3 échantillons
différents ont été incubés avec ou sans anticorps primaires pendant 30 minutes a 4°C et dilués
dans du PBS contenant 0,5 % de BSA. Le premier échantillon ne contenait aucun anticorps
alors que 1’échantillon 2 contenait un anticorps monoclonal de souris anti-Fas (B-G27,
Diaclone) dilué¢ au 1/20 et 1’échantillon 3 un anti-sérum de lapin dirigé contre la protéine
p75"™ (H-137, Santa Cruz Biotechnology) dilué au 1/25. Aprés trois lavages en PBS froid, la
polarisation des récepteurs a été induite en incubant les cellules 1 heure a 37°C dans du milieu
de culture. Les cellules des trois échantillons ont a nouveau été mises en présence des

anticorps primaires, selon les mémes conditions expérimentales : I’échantillon 1 a été incubé

NTR NTR

avec les deux anticorps (anti-Fas et anti-p75~ ), I’échantillon 2 avec 1’anticorps anti-p75
et I’échantillon 3 avec I’anticorps anti-Fas pendant 30 minutes a 4°C. Les cellules ont alors
été fixées en présence de méthanol froid pendant 5 minutes et a 4°C puis saturées pendant 1
heure dans du sérum de chevre dilué a 10 % dans du PBS. Les anticorps primaires ont été
détectés grace a des anticorps de chévre anti-Ig de lapin conjugués a de I’ Alexa Fluor 488 ou

a des anticorps de chevre anti-Ig de souris conjugués a de 1’Alexa Fluor 594 (1/4000,

Molecular Probes).

La révélation et les controles isotypiques ont été réalisés selon le protocole déja décrit

pour I’immunofluorescence.
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VIII - Immunopurification des protéines Fas et p75™ '}

VIIIL.1 - Préparation des colonnes d’immunopurification

La protéine A couplée a des billes (Protein A Ceramic HyperD F, Biosepra, Life
Technologies) est lavée trois fois dans du tampon borate 0,1M pH 8,2 (Sigma-Aldrich).
L’accrochage de 150 pg d’anticorps anti-Fas (B-G27, Diaclone), d’anticorps anti-p75~ '~ (H-
137, Santa Cruz Biotechnology) ou d’IgG irrelevantes de souris (Sigma-Aldrich) sur 1 mL de
billes de protéine A est réalisé pendant 3 heures a TA sous agitation légere dans du tampon
borate 0,IM pH 8,2. Aprés un lavage en tampon borate, puis un lavage en tampon
trié¢thanolamine 0,2 M pH 8,2 (Sigma-Aldrich), les anticorps sont accrochés de fagon
covalente sur les billes de protéine A par une incubation dans du tampon trié¢thanolamine 0,2
M a pH 8,2 contenant 15 mM de diméthylpimélimidate (Sigma-Aldrich) pendant 45 minutes a
TA sous agitation lente. La réaction est arrétée par une incubation dans du tampon
¢thanolamine 0,2 M pH 8,2 (Sigma-Aldrich) durant 5 minutes. Les billes de protéine A
couplées aux anticorps sont ensuite lavées 3 fois en tampon borate avant de pouvoir étre

utilisées.

VIII.2 - Purification des prot€ines

Dans un premier temps, des lysats cellulaires totaux ont été réalisés selon le protocole
décrit pour le Western blot, sur les cellules SH-SYSY a 1’état basal ou apres 24 heures
d’exposition a FasL. ou au BDNF. Chacun des lysats a ét¢ incubé dans des colonnes contenant
uniquement la protéine A puis la protéine A associée a une IgG de souris irrelevante afin
d’¢liminer toutes les protéines qui se lient de fagon non spécifique avec la protéine A ou avec

NTR

les IgG. Les protéines Fas et p75" = ont ensuite été extraites des lysats en incubant ceux-ci

avec des billes de protéine A couplée aux anticorps durant un nuit a 4°C sous agitation lente :
les colonnes contenant la protéine A couplée a I’anticorps anti-Fas ont ét¢ incubées avec les
lysats de cellules a I’état basal ou aprés traitement avec du BDNF alors que les colonnes

NTR

contenant la protéine A couplée a I’anticorps anti-p75~ = ont été incubées avec les lysats de
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cellules a I’état basal ou apres traitement avec du FasL. Aprés un lavage en PBS-0,1 % NP40
(Sigma-Aldrich) puis un lavage en PBS-0,1 % NP40 avec 1 M de NaCl (Sigma-Aldrich), les
protéines sont €luées par une solution de glycine 100 mM pH 2,5 (Sigma-Aldrich) et
rapidement transférées dans un volume équivalent de tampon Tris-base 1M pH 8,9 (Sigma-
Aldrich). Une dialyse (Spectra/pore, 12000 Da, VWR) est réalisée pendant 14 heures a 4°C
dans du PBS. Les protéines sont alors concentrées par centrifugation (vivaspin 5 kDa, VWR)
pour étre ramenées a un volume final de 200 pl. Apres un dosage par le méthode de Bradford,

NTR
et

les protéines purifiées sont séparées par SDS-PAGE (gels a 12 % pour le récepteur p75
a 15 % pour le récepteur Fas), transférées sur membrane de nitrocellulose puis détectées grace
a un antisérum de lapin anti-Fas (C-20, 1/200, Santa Cruz Biotechnology) ou un anticorps

monoclonal anti-p75™™ (Clone NGFRS5, 1/500, NeoMarker) selon le protocole détaillé en IV.

IX - Détection de I’apoptose

[X.1 - Mise en ¢vidence de la mort cellulaire grace au DAPI

Le 4,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) dihydrochloride (Sigma-Aldrich) est une
molécule fluorescence qui peut spécifiquement s’intercaler au niveau de I’ADN. Le DAPI, a
10 pg/mL, est mis en présence des cellules pendant 30 minutes a 1’obscurité et les cellules
sont ensuite fixées pendant 30 minutes grace a du PFA dilué a 4 % dans du PBS. Apres trois
lavages en PBS et un lavage a 1’eau, les marquages sont observés grace a un microscope a
fluorescence (Leica DMRX, Rueil-Malmaison, France) et les cellules sont comptées (au
moins 3 champs et 300 cellules par essai). Pour toutes les mesures d’apoptose, 1’index
apoptotique des cellules est déterminé pour chacune des conditions par rapport a 1’état basal

qui est arbitrairement fixé a 1.
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[X.2 - Mise en ¢évidence de ’apoptose par la méthode TUNEL

Les cellules on été ensemencées dans des puits de plaques 8 puits (LabTek, 10’
cellules/puits) et laissées pendant 72 heures dans leur milieu de culture avant d'étre stimulées

pendant 48 heures avec différentes molécules.

La présence d’apoptose est évaluée par la méthode TUNEL selon les instructions du
fournisseur (Promega, Charbonnicres, France). Les cellules sont fixées au PFA dilué a 4 %
dans du PBS et perméabilisées grace a du Triton X100 dilué¢ a 0,1 % dans de 1’eau pendant 5
minutes a 4°C. Les cellules sont ensuite lavées au PBS. Apres 10 minutes en présence du
tampon d’équilibration fourni dans le kit, les cellules sont incubées 1 heure a 37°C et a
I’obscurité¢ avec une solution de polymeres nucléotidiques conjugués a la fluorescéine
contenant la terminale deoxynucléotidyl transférase. Cette enzyme va catalyser la liaison a
I’extrémité 3’OH libre de polymeéres nucléotidiques fluorescents des brins d’ADN générés au
cours de I’apoptose. La réaction est arrétée par incubation pendant 10 minutes dans une
solution de SSC 2X puis les cellules sont lavées en PBS. Une contre-coloration au bleu-Evans
(Sigma- Aldrich) pendant 5 minutes permet de colorer la membrane de ’ensemble des
cellules. Apres plusieurs lavages en PBS et un lavage a 1’eau, les cellules sont fixées entre

lame et lamelle.

Les cellules en apoptose sont alors comptées (au moins 3 champs et 300 cellules par
essai) sous un microscope a fluorescence (x 200, Carl Zeiss S.A.S). Pour toutes les mesures
d’apoptose, 1’index apoptotique des cellules est déterminé pour chacune des conditions par

rapport a 1’état basal qui est arbitrairement fixé a 1.

[X.3 - Détection de la libération des nucléosomes solubles par ELISA

La proportion de cellules en apoptose a également été¢ évaluée par le dosage des
nucléosomes solubles générés au cours de 1’apoptose. Ce dosage a été réalisé par la technique
ELISA selon les instructions du fournisseur (Cell Death Detection ELISA Plus ; Roche

Diagnostic, Meylan, France).

101



Les cellules sont ensemencées dans des puits de plaques 96 puits a 10* cellules/puits et
mises en culture au minimum 72 heures dans leur milieu de culture. Aprés 48 heures
d’incubation en présence des différentes molécules étudiées, les plaques contenant les cellules
sont centrifugées a 200 g pendant 10 minutes et le surnageant est remplacé par 200 pL de
tampon de lyse. Aprés 30 minutes de lyse, une nouvelle centrifugation est réalisée et 20 uL du
surnageant de chaque condition sont ajoutés dans des puits sensibilisés a la peroxydase et
contenant deux anticorps, un anti-histone couplé a la biotine et un anti-DNA couplé a la POD.
L’ensemble des composants est incubé 2 heures a température ambiante sous agitation. Trois
lavages sont réalisés puis le substrat est ajouté. Lorsque le substrat est métabolisé par
I’enzyme, une coloration apparait. La coloration, et donc le niveau d’apoptose des cellules, est

mesurée grace a un spectrophotometre a 405 nm.

Pour toutes les mesures d’apoptose, 1’index apoptotique des cellules est déterminé
pour chacune des conditions par rapport a 1’état basal qui est arbitrairement fixé a 1. Chaque

expérimentation a été réalisée au moins 3 fois.

X - Analyse de la prolifération cellulaire

L’analyse de la prolifération cellulaire a été réalisée apres exposition des cellules a

différentes molécules pendant 48 heures.

X.1 - Détection de la prolifération des cellules par dosage de I’activite
cellulaire

Ce test colorimétrique consiste en la mesure de la capacité des cellules vivantes a
réduire un sel de tétrazolium jaune et hydrosoluble, le MTT (Sigma-Aldrich), en un formazan

bleu-violet insoluble en milieu aqueux. C’est au niveau des mitochondries qu’une enzyme, la
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succinate deshydrogénase, effectue cette réduction. Le but de ce test est de déterminer la

cytotoxicité d’un produit, ou de quantifier la prolifération cellulaire.

Les cellules ont été ensemencées dans les puits de plaques 96 puits (10* cellules/puits).
Apres 3 jours en culture, les cellules ont été traitées pendant 48 heures avec différentes
molécules a différentes concentrations. Le milieu de culture a alors été délicatement retiré et
remplacé par 100 pL de milieu de culture additionné de MTT (50 pg). Apres 4 heures
d’incubation a 37°C et 5 % de CO,, la réaction a été stoppée en dénaturant les protéines
cellulaires pendant 3 heures grace a du SDS (Sigma-Aldrich) dilué¢ a 10 % contenant 0,01 M
d’HCI dans de I’eau. La lecture est réalisée grace a un spectrophotometre (Packard
Instruments) a une longueur d’onde de 550 nm. La viabilit¢ cellulaire a été calculée en

proportion des longueurs d’onde mesurées.

X.2 - Détection de la prolifération des cellules par incorporation de
BrdU

Le bromodeoxyuridine (BrdU, 20 puM, Sigma-Aldrich) a été ajouté au milieu de

culture en méme temps que les molécules a tester et laissé 48 heures.

Les cellules sont décollées de leur support de culture par ajout de verséne puis elles
sont perméabilisées grace a du PBS contenant 0,1 % de Triton X100 et 1 % de citrate de
sodium (Sigma-Aldrich) pendant 2 minutes sur glace. Leur ADN est dénaturé par un
traitement d’1 heure dans de I'HC] 2 M (Sigma-Aldrich) puis I’HCI est neutralisé pendant 10
minutes grace a du tampon borate 0,1 M, pH 8,5. Apres deux ringages en PBS, les cellules
sont mises en suspension dans du V/SVF, comptées, et 2x10° cellules de chaque condition
sont transférées dans des tubes de cytométrie. Le marquage est ensuite réalis¢ comme décrit
dans le paragraphe V b avec un anticorps de souris anti-BrdU (Sigma-Aldrich) et un anticorps
secondaire anti-immunoglobuline de souris couplé au FITC produit chez la chévre (Dako
Cytomation). Des contrdles isotypiques et des contrdles d’accrochages non spécifiques de

I’anticorps secondaire ont ét¢ réalisés lors de chaque manipulation.
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L’analyse des marquages est réalisée grace a un cytometre en flux Epics XL-MCL
Coulter (HIALEAH, Floride, USA). Chaque analyse a été¢ réalisée avec au moins 20 000

cellules et les résultats obtenus, sont représentatifs de 3 manipulations indépendantes.

XI - Xénogreffes de cellules

Toutes les manipulations réalisées sur les animaux ont été effectuées selon les regles

éditées par le Comité d'expérimentation animale.

Cette ¢tude a été réalisée afin de déterminer I’effet antitumoral de molécules sur les
lignées cellulaires greffées dans des cerveaux de rats immunodéprimés. Les rats utilisés sont
des rats Nude athymiques, femelles, agées de deux mois (Charles River Laboratories,
L’Arbresle, France) nourris et abreuvés a volonté et maintenus dans des cages individuelles

dans une atmosphere stérile.

Toutes les interventions chirurgicales ont été réalisées dans des conditions optimales

de stérilité.

XI.1 - Détermination de la zone de greffe des cellules

La localisation choisie pour I’implantation des cellules dans le cerveau est le putamen
caudal droit. Afin de localiser précisément la région anatomique choisie chez chaque sujet
d’étude, le putamen caudal est repéré grace a ses coordonnées stéréotaxiques par rapport au
bregma (zone d’union de deux sutures), coordonnées déterminées grace a 1’atlas de Paxinos et

Watson (1982) (Figure 26) :
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Figure 26. Planche de I’atlas de Paxinos et Watson.

- Antéro-postérieure (AP) : + 0,5 mm

- Latéral (L) : - 2,7

- Dorso-ventral (DV) : - 4,4

coordonnées stéréotaxiques du lieu d’injection par rapport au bregma :

Selon les informations apportées par cette planche, nous avons pu déterminer les
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La localisation exacte de I’implantation a ensuite été adaptée aux rats greffés et au
matériel utilis€. Les coordonnées ont ainsi été vérifiées en administrant 1 pL de bleu de
méthyléne (Sigma-Aldrich) dans les cerveaux de trois rats. Aprés injection, les rats ont été
sacrifiés, leur cerveau congelé puis sectionné. Des coupes coronales de 12 pm d'épaisseur
sont réalisées grace a un cryostat (Leica CM3050) et le lieu de I’injection est repéré grace a la

présence de bleu de méthyléne.

XI.2 - Anesthésie des rats

Une semaine apres leur arrivée dans 1’animalerie, les rats sont pesés puis anesthésiés.
Une premiere injection de midazolam (0,5 mg/100 g, i.m., Merck, Lyon, France) a été
effectuée et I’anesthésie est réalisée grice a de la Kétamine 500™ (5 mg/100 g, i.p., Virbac

SA, CA, USA).

L'euthanasie des rats a ¢été réalisée apreés anesthésie (selon le protocole décrit

précédemment) suivie de la décapitation grace a une guillotine.

X1.3 - Préparation des cellules

Les cellules, U-87 M@, sont tout d’abord décollées de leur support de culture grace a
du verséne, comptées sur lame de Malassez, puis resuspendues dans du liquide céphalo
rachidien (LCR) de synthése (147 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,2 mM CacCl,, 0,85 mM MgCl,,

Sigma-Aldrich) a une concentration de 10° cellules dans 4 pL.

La viabilité des cellules a été déterminée apres une heure dans le LCR grace a du bleu

de Trypan (Sigma-Aldrich).
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X1.4 - Protocole de greffes des cellules

Les greffes ont été réalisées en utilisant un appareil d’implantation stéréotaxique

(Figure 27) (David Kopf instruments, CA, USA) :

Figure 27. Photo de 'appareil de stéréotaxie.

La téte des rats est fixée sur D’appareil a stéréotaxie grace aux dents et par
I’intermédiaire de barres d’oreilles qui entrent dans le conduit auditif de I’animal. Aprés avoir
vérifié la fixité de la téte et apres un nettoyage chirurgical, une incision sagittale de la peau du
crane est réalisée et 1’0os du crane est bien dégagé afin de visualiser la position exacte du
bregma, le point 0 des coordonnées. La pointe d’une seringue Hamilton, fixée a I’appareil de
stéréotaxie, est positionnée précisément sur le bregma, et les coordonnées antéro postérieures
(AP = 0,5 mm) et latérales (L = - 2,5 mm) sont modifiées sur I’appareil a stéréotaxie en
fonction des coordonnées déterminées grace a 1’atlas de Paxinos et Watson. La boite
cranienne est alors perforée au niveau de la pointe de la seringue Hamilton et celle-ci est
enfoncée dans le cerveau des rats selon les coordonnées dorso-ventrales (DV = - 4,4 mm)

(Figure 28).
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Figure 28. Systeme d'injection des cellules lors des xénogreffes.

Les cellules sont alors injectées a raison de 0,5 pL toutes les minutes, afin de ne pas
léser le cerveau par une surpression du liquide, et ’aiguille est lentement retirée 2 minutes
apres la fin de I’injection afin d’éviter que le cellules soient entrainées avec 1’aiguille lorsque

celle-ci est enlevée.

L’orifice d’injection dans le crane est ensuite rebouché grace a de la cire a os (Horsley
wax, B Braun Medical, Boulogne, France), la boite cranienne est nettoyée au sérum

physiologique stérile, la plaie est suturée et un antibiotique local est déposé.

Un groupe de 5 rats, le groupe appelé contrdle sain, a subit le méme protocole de

greffe mais le LCR injecté ne contenait aucune cellule.

XI.5 - Traitement de la tumeur par perfusion corticale chronique

Quinze jours apres la greffe des cellules, des pompes osmotiques ont été implantées et

ont permis d’administrer un traitement aux rats greffés de facon continue pendant 14 jours.
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XI.5.A - Principe de la pompe

Une pompe osmotique Alzet (Alzet, modele 1002, Charles River Laboratories) est
utilisée pour délivrer la solution de traitement au niveau de la zone ou se développe la tumeur
(Figure 29). Cette pompe osmotique dispose d’un réservoir de 90 puL et permet une
distribution constante et continue de substance pendant 14 jours avec un débit de 0,25 puL par
heure. Le réservoir de la pompe osmotique est associé a une canule par I’intermédiaire d’un

cathéter flexible.

-
ol
f’ Modérateur de flux _—~ Cathéter souple

Pompe csmotique

Canule —

Figure 29. Structure des pompes osmotique Alzet.

Lorsque le liquide physiologique, provenant du rat, pénétre dans la pompe au travers
de la membrane semi-perméable extérieure selon le gradient osmotique, il comprime le
réservoir flexible imperméable situé a I'intérieur de la pompe contenant la substance, et
permet la diffusion de celle-ci dans le cathéter (Figure 30). La solution est ainsi délivrée au

niveau de la canule.
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Figure 30. Coupe schématique des pompes osmotiques Alzet.

XI1.5.B - Préparation de la pompe osmotique

Les pompes osmotiques sont préparées dans un environnement entiérement stérile
selon les consignes du fabriquant. La profondeur de la canule de la pompe est de 5 mm. Un
espaceur de 0,5 mm est donc ajouté afin d’ajuster la profondeur de la canule a 4,5 mm,

profondeur a laquelle ont été injectées les cellules (Figure 31).

Figure 31. Ajustement de la profondeur des canules par des espaceurs.

Le réservoir de chaque pompe a été rempli de LCR seul (controle sain, n = 5) ou de
LCR contenant du FasL (0,47 ng/h) et de 1’étoposide (75 ng/h) (n = 5) ou de LCR contenant
du FasL, de I’étoposide et de la dexaméthazone (0,66 ng/h) (n = 5).
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X1.5.C - Implantation de la pompe osmotique

L’intervention chirurgicale est réalisée en conditions aseptiques sous anesthésie
générale, selon les conditions décrites précédemment. Les rats sont a nouveau installés sur
I’appareil a stéréotaxie et leur crane fixé. Aprés un nettoyage chirurgical, une incision
sagittale est réalisée, 1’0s bien nettoyé et la cire a os retirée. La canule est alors placée, grace a
I’appareil de stéréotaxie, dans le trou réalisé lors de I’injection des cellules et le réservoir de la
pompe inséré dans une poche sous-cutanée entre les deux omoplates. La canule est alors
scellée sur le crane des rats grace a une vis d’ancrage vissée dans le crane du rat, et grace a du
ciment dentaire (Pr scell glass-ionomer, Pierre Roland, Merignac, France) fixant en un seul
bloc la vis et la canule. Finalement, la boite cranienne est nettoyée au sérum physiologique

stérile, la plaie est suturée et un antibiotique local est déposé.
Quatre groupes de 5 rats ont ainsi été étudiés :

- les contrdles sains qui ont regus 4 uL. de LCR a la place des cellules et dont

les pompes implantées contenaient du LCR.
- les rats greffés avec des cellules et non traités.
- les rats greffés avec des cellules et traités avec FasL et étoposide.

- les rats greffés avec des cellules et traités avec FasL, étoposide et

dexaméthazone.

XI.6 - Suivi clinique

Un examen clinique a été réalisé¢ chaque jour aprés chaque opération. Une recherche
systématique de symptdmes cliniques a ainsi été réalisée avant et aprés la pose de la pompe
osmotique ainsi que sur les contrdles sains. Les principaux symptomes recherchés ont été
I’apathie, 1’anorexie, la perte de poids, 1’epistaxie, la paresie, la perte d’équilibre, des

perturbations de la proprioception, la paralysie et le port de téte penché.

L’euthanasie des animaux a été réalisée 30 jours apres la greffe des cellules ou

I’injection des 4 pL de LCR selon les protocoles éthiques. Dans le cas d’apparition de séveres
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symptomes cliniques, les animaux ont été euthanasiés prématurément. Les pompes ont été
vérifiées et une autopsie a systématiquement été réalisée. Les cerveaux prélevés de leur boite

cranienne ont été rapidement congelés et conservés a - 80°C.

XII - Etudes immunohistochimiques par

immunofluorescence indirecte

Des coupes coronales de 12 um d'épaisseur sont réalisées grace a un cryostat (Leica

CM3050), déposées sur des lames portes objet, séchées et conservées a - 80°C.

Des colorations standard en hématoxyline (Sigma-Aldrich) ou en hématéine-éosine-

safran (HES) ont tout d’abord été réalisées sur les coupes.

Dans un second temps, des immunomarquages ont été réalisés selon le protocole
suivant. Les cryosections sont décongelées pendant 10 minutes a TA et fixées 10 minutes a
I’acétone (Sigma-Aldrich), a - 20°C. Apres trois lavages en PBS et une saturation d’une heure
en SVF a 10 % dans du PBS a TA, les coupes sont incubées avec différents anticorps

primaires (Tableau 10) pendant 2 heures a TA et dilués dans la solution de saturation :

Nom Spécificité Hote Isotype | Dilution | Fournisseur Propriétés
) ) ) Controle
B-Z1 souris IgG2a | Variable Diaclone ) )
isotypique
) ) ) Contrdle
B-72 souris IgGl1 Variable Diaclone ) )
1sotypique
) ) Dako Contrdle
lapin Variable ) . )
Cytomation 1sotypique
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Neurofilament Marqueur des
Dako
2F11 souris IgGl 1/20 c ) cellules
tomation
(68 kDa) Y neuronales
Dako
Protéine gliale fibrillaire Poly i Marqueur des
GFAP ‘ lapin 120 | Cvtomation
acide astrocytes
-clonal
Marqueur des
ki-M7 CD-68 souris IgG1 1/20 Berhing cellules
microgliales
Molécules du
W6/32 HLA-ABC souris IgG2a 1/20 Hybridome CMH de classe |
humain
B-G27 Fas humain souris IgG2a 1/20 Diaclone

Tableau 10. Liste des anticorps primaires utilisés en immunohistofluorescence.

Apres trois lavages en PBS, la révélation est réalisée grace a I’exposition des coupes
pendant 1 heure avec un antisérum de lapin couplé a de 1’Alexa Fluor 594 (1/9000) ou avec
un anticorps de lapin anti-Ig de souris couplé a de la biotine (absorbé sur tissus de rat pour
¢liminer les Ig qui reconnaissent des épitopes de rats, 1/100, Dako Cytomation) suivi d’une
incubation de 30 minutes avec de la streptavidine couplée a de la phycoérythrine rouge

cyanine-5 (1/100, Dako Cytomation). Les marquages immunofluorescents sont finalement

fixés entre lame et lamelle et observés grace a un microscope confocal (Zeiss).
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XIII - Séparation des cellules par la technique de

fractionnement par couplage flux - force de sédimentation

(SAFFF)

XIIIL.1 - Principe de la SAFFF

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

plus grande taille seront éluées avant les particules de plus faible diametre.

Les conditions de séparation (force du champ externe appliqué et flux de phase
mobile) doivent étre déterminées spécifiquement dans nos conditions. Le respect de la
viabilité cellulaire de cette technique a été montré au cours de I'¢tude de 1'¢lution de différents
types cellulaires tels que des fibroblastes de plexus choroides de moutons ou des cellules
neurales de cerveaux d'embryons de rat. Aucun accroissement spécifique de la mortalité

cellulaire n’a été détecté apres élution en SAFFF.

Cette technique a été réalisée par le Dr S. Battu et Mlle G. Bégaud, dans le laboratoire

de Chimie Analytique et Bromatologie du Pr P. Cardot a la Faculté de Pharmacie de Limoges.

XIIIL.2 - Préparation des cellules

Le systeme de séparation est décontaminé par une solution a 3 % d'hypochlorite de
sodium, suivi d'un ringage durant une nuit par de I'eau distillée stérile et apyrogeéne. Quelques
heures avant utilisation, cette phase mobile est remplacée par une solution de PBS stérile
additionné de 50 UI/mL de pénicilline, 50 pg/mL de streptomycine et 0,1 % de fungizone
(PBSa).
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Les cellules de la lignée neuroblastique U-87 MG ont été lavées une fois avec du PBS
stérile, puis décollées grace a du verseéne déposé sur les cellules pendant 10 minutes a 37°C.
Les cellules sont remises en suspension dans du milieu de culture incomplet sans rouge de
phénol. Une fraction est prélevée pour une numération a la cellule de Malassez. La viabilité
cellulaire est réalisée par la méthode d’exclusion au bleu trypan ajouté a la suspension
cellulaire, a la concentration finale de 0,1 %, les cellules colorées en bleu étant considérées
comme mortes. La concentration cellulaire est ajustée a 10° cellules viables/mL et les cellules

séparées par SAFFF.

XIV - Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées grace aux tests Anova, de contraste (pour

I’analyse de la taille des tumeurs) et t de student.
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Résultats

NTR
S

I - Le récepteur p7 module I’apoptose induite par le

récepteur Fas dans la lignée neuroblastique SH-SYSY

I.1 - Les recepteurs Fas et p75NTR

neuroblastiques SH-SYSY

sont exprimés dans les cellules

L’¢étude de ’expression des récepteurs aux niveaux transcriptionnel et protéique a été
réalisée par RT-PCR, clonage et séquencage sur des ARN totaux et par Western-blotting sur

des lysats protéiques extraits de cellules de la lignée neuroblastique.

Un fragment de 277 paires de bases a été amplifié par PCR, cloné puis séquencé,
montrant ainsi que le transcrit du récepteur p75™ '~ est bien exprimé dans la lignée SH-SY5Y
que ce soit au niveau de cellules a 1’état basal (Ba) ou apres activation par FasL (F). De
méme, une protéine de 75 kDa a pu étre détectée par Western-blotting (WB), dans les mémes
conditions d’activation que précédemment, grace a un anticorps monoclonal reconnaissant

spécifiquement la protéine (clone NGFRS) (Figure 32).
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PCR: pT5NTR WB: pT5NTR

«277bp

Figure 32. Mise en évidence de l'expression du récepteur p75™ '~ dans les cellules SH-SY5Y.

L’expression du récepteur Fas a ensuite été recherchée et détectée (Figure 33), que ce
soit au niveau transcriptionnel, avec I’amplification d’une séquence spécifique du récepteur
Fas de 480 paires de bases, ou au niveau protéique, avec la détection d’une protéine de 45

kDa grace a un anticorps polyclonal spécifique (C-20).

PCR: Fas WB: Fas

b

45 kDa—p
< 480 bp 1

L Co Ba

Ba Co

Figure 33. Détection de l'expression du récepteur Fas dans la lignée neuroblastique.

Des témoins négatifs de PCR ou des controles isotypiques (Co) ont systématiquement

été réalisés.
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1.2 - Le récepteur TrkB n’est pas détecté dans la lignée neuroblastique

Le récepteur de forte affinité pour le BDNF a été recherché grace a I’utilisation d’un
anticorps polyclonal de lapin anti-TrkB spécifique (Figure 34). Ce récepteur n’a pas pu étre
détecté dans la lignée SH-SYSY par la technique d’analyse de cytométrie en flux, alors que
les récepteurs TrkA, récepteurs spécifiques du NGF, ont été révélés par des anticorps
polyclonaux de lapin spécifiques. Un contrdle isotypique (en gris), qui n’a jamais abouti a un
marquage fluorescent des cellules, a été¢ superposé sur chacun des histogrammes. Afin de
vérifier que I’anticorps anti-TrkB est bien fonctionnel, un immuno marquage a été réalisé
avec cet anticorps sur des cellules issues de cultures primaires d’épithélium olfactif de rat. Ces
cellules, contenant des neurones qui expriment le récepteur TrkB, ont permis de mettre en
évidence un décalage du pic de fluorescence et ont confirmé la fonctionnalité¢ de l'anticorps

anti-TrkB.

Anticorps antl-TrkB iy Contrile Anticorps anti-TrkA " Anticorps antl-TrkB
sur collules SH-5Y5Y Isatypique sur callules SH-5Y5Y aur culture primalre
de rat
a | I
=
3 [
a

Gmon Fluoresconce Intansity

Figure 34. Analyse de I'expression du récepteur TrkB dans la lignée SH-SYSY par la

technique de cytométrie en flux.

Afin de confirmer I’absence d’expression du récepteur TrkB, une étude par Western-
blotting a été réalisée (Figure 35). Alors qu’une protéine de 145 kDa, taille attendue pour le
récepteur TrkB, a été détectée au niveau de la lignée H4 (lignée de neurogliome), aucune
protéine de cette taille n’a été¢ mise en évidence au niveau de la lignée SH-SYSY, que ce soit a
1’état basal (Ba) ou apres stimulation par du BDNF ou du FasL (F). Le contrdle isotypique

(Co) a permis de vérifier I'absence d’accrochage non spécifique des anticorps.
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145 kDa —p- 0

H4 Ba BDNF F H4 Ba BDNF F

Figure 35. Mise en évidence de 1'absence d'expression du récepteur TrkB dans les cellules
SH-SYSY par la méthode de Western-blotting.

H4 : lysat de cellules H4 ; Ba : lysat de cellules SH-SYS5Y ; BDNF : lysat de cellules
SH-SYS5Y stimulées avec BDNF ; F : lysat de cellules SH-SYSY stimulées avec FasL ; Co :
contrdle isotypique.

[.3 - L’activation des voies de signalisation des récepteurs Fas et

NTR NTR
75

p ne modifie pas 1’expression du récepteur p75

Les variations de la quantité d’ARN messager du récepteur p75™ ' ~, comparées a celles
de la glycéraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, contrdle positif), ont été étudiées
par Northern-blotting sur les cellules SH-SYSY a I’état basal ou aprés 24 heures d’exposition
a du BDNF ou a du FasL (F) (Figure 36). Les transcrits détectés ont une taille de 1283 bases

5NTR et de 1007 bases pour la GAPDH, ces tailles étant celles attendues.

pour le récepteur p7
Alors que les transcrits sont bien présents dans les cellules, aucune variation de la quantité de

ces transcrits n'a été détectée, quelles que soient les conditions de stimulation.
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ARNm p75NTR—p- .

ARNm GAPDH-» “ .

Ba BDNF F

Figure 36. Absence de variation de I'expression des transcrits du récepteur p75™ '~ au niveau

de cellules de neuroblastome stimulées par BDNF et FasL.

Des analyses de cytométrie en flux ont ensuite été réalisées afin d’étudier les
variations d’expression de la protéine p75™'™" (Figure 37). Un anticorps monoclonal (clone

NGFRS5) qui reconnait spécifiquement le récepteur p75™ '~

a ¢été mis en présence de cellules
neuroblastiques stimulées, ou non, pendant 24 heures, avec du BDNF ou du FasL. Le pic de
fluorescence obtenu avec un anticorps isotypique (en gris) a été superposé aux pics de
fluorescence obtenus pour chacun des marquages. Les résultats ont permis de confirmer que
le récepteur est bien présent a la surface des cellules, mais qu'aucune variation d’expression
de la protéine n'est détectable entre les cellules a 1’état basal (IMF = 0,360 + 0,023) et les
cellules stimulées par FasL (IMF = 0,360 + 0,035) ou par BDNF (IMF = 0,375 £+ 0,021). Ceci

confirme les résultats obtenus par Northern-blotting.
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Figure 37. Analyse de l'expression du récepteur p75™ "~ au niveau de cellules SH-SY5Y par

cytométrie en flux.

[.4 - L’activation des voies de signalisation des récepteurs Fas et

p75~™ provoque la polarisation de ces deux récepteurs

Des études immunocytochimiques ont été réalisées (Figure 38) grace a deux anticorps
- un anticorps polyclonal de lapin anti-p75™"™® et un anticorps monoclonal de souris anti-Fas.
Les doubles marquages réalisés sur les neuroblastes a 1’état basal ont permis de mettre en
évidence une répartition homogene des deux récepteurs a la surface des cellules. Au contraire,
apres exposition des cellules pendant 24 heures a FasL ou BDNF, la fluorescence est plutdt
localisée a une extrémité de la cellule et cette polarisation des récepteurs a pu étre détectée
quel que soit le récepteur activé, Fas ou p75™'}. Aucune fluorescence n’a pu étre détectée

lorsque les cellules ont été mises en présence d’anticorps isotypiques.

121



Anti-p75"TR Anti-Fas Superposition

Cellules basales

Cellules + FasL

Cellules + BDNF

Figure 38. FasL et BDNF induisent une polarisation des récepteurs Fas et p75™ .

NTR

.5 - Les récepteurs Fas et p75™" " sont liés

Des analyses de co-polarisation ont permis de confirmer les résultats obtenus par
immunofluorescence (Figure 39). En effet, la polarisation des deux récepteurs, Fas et p75™' %,
a été observée au niveau de la membrane cellulaire aprés leur liaison avec des anticorps
agonistes spécifiques. Au contraire, aucune polarisation n’a pu étre mise en évidence lorsque
la fluorescence a été observée sur des cellules a 1’état basal. Enfin, cette ¢tude a permis de
montrer que ces deux récepteurs sont non seulement polarisés a la surface des cellules, mais
sont également co-localisés. En effet, quel que soit I’anticorps agoniste utilisé, les deux

récepteurs ont toujours été détectés dans la méme zone de la membrane cellulaire.
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Anti-p75"™ Ab Anti-Fas mAb Superposition

Conditions basales

Polarisation induite
par un anticorps
monoclonal anti-Fas

Polarisation induite
par un anticorps
polyclonal anti-p758™

Figure 39. Les récepteurs p75" " et Fas sont co-localisés dans des cellules activées par des

anticorps agonistes pendant 24 heures.

Afin de confirmer D’interaction de ces deux récepteurs, des analyses de co-
immunoprécipitation ont été réalisées (Figure 40). Les immunoprécipitations protéiques ont
été effectuées grice a un anticorps polyclonal de lapin anti-p75™'% (H-137, Anti-p75 Ab) sur
des lysats de cellules a I’état basal (Ba) ou stimulées par FasL (F) ou grace a un anticorps
monoclonal de souris anti-Fas (B-G27, Anti-Fas mAb) sur des lysats de cellules a I’état basal
ou stimulées par BDNF. Les protéines issues des quatre types de purifications ont été séparées
par SDS-PAGE, transférées sur une membrane et détectées grice a deux anticorps: un
anticorps polyclonal de lapin anti-Fas (C-20, Anti-Fas Ab) et un anticorps monoclonal de
souris anti-p75"™" (clone NGFRS5, Anti-p75 mAb). Quel que soit le type de purification ou

d’anticorps utilisé, les récepteurs p75™ '~

et Fas ont toujours été co-purifiés, confirmant que
les deux récepteurs sont bien liés. Des controles (Co) d’accrochage non spécifique des

anticorps ont €té réalisés et se sont révélés négatifs.
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Figure 40. Les récepteurs p75™ '~ et Fas sont co-immunoprécipités quelles que soient les

conditions de culture des cellules SH-SYS5Y.

I.6 - Analyse du taux d’apoptose des neuroblastes dans différentes
conditions d’activations

L’analyse de I’apoptose cellulaire a été réalisée selon deux techniques, le DAPI et la
méthode TUNEL, sur des neuroblastes a 1’état basal ou stimulés pendant 48 heures avec
différentes molécules (Figure 41). Les index apoptotiques ont été calculés en proportion du

taux d’apoptose basal, arbitrairement fixé a 1.
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Figure 41. Mise en évidence des variations des index apoptotiques des cellules

neuroblastiques, traitées avec différentes molécules, par les méthodes DAPI et TUNEL.

NTR
5

- L’activation des voies de signalisation des récepteurs Fas ou p7 augmente

I’apoptose des cellules :

Que ce soit en présence de FasL (2,99 + 0,48, p = 0,007 pour la méthode DAPI et 1,75
+ 0,181, p = 0,004 pour la méthode TUNEL) ou de BDNF (1,78 + 0,18, p = 0,005 pour la
méthode DAPI et 1,49 + 0,22, p = 0,04 pour la méthode TUNEL), 1’'index apoptotique des

cellules est augmenté par rapport a celui obtenu pour des cellules a 1’état basal (7).

- La co-activation des deux récepteurs inhibe l'effet pro-apoptotique de FasL et

BDNEF :

L’effet pro-apoptotique de FasL, d'une part, et de BDNF, d'autre part, disparait lorsque
ces deux ligands sont administrés en association (0,71 += 0,13, p = 0,005 et p = 0,003 pour la
méthode DAPI et 0,6 £ 0,15, p = 0,001 et p = 0,008 pour la méthode TUNEL en comparaison

avec les taux d’apoptose obtenus respectivement avec FasL ou BDNF seul).
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- Des inhibiteurs de la caspase-8 ou des sphingomyélinases neutres modifient

I’apoptose induite par FasL. ou BDNF :

Des expériences d’inhibition des voies de signalisation ont été réalisées avec un
inhibiteur de la caspase-8 (IC8), inhibiteur qui bloque la voie apoptotique induite par le
récepteur Fas, et un inhibiteur des sphingomyélinases neutres (N-SMAses, Dobrowsky et
Carter, 1998), la manumycine A (MA). Les N-SMAses sont connues comme étant impliquées
NTR

dans la voie des céramides induite par I’activation du récepteur p75

1994 ; Brann et al., 1999 et 2002).

(Dobrowsky et al.,

L’IC8, lorsqu’il agit seul, réduit spontanément le taux d’apoptose, si celui-ci est
détecté par la méthode TUNEL (0,80 + 0,11, p = 0,04), alors qu’aucun effet ne peut lui étre
attribué si le niveau d’apoptose est étudié¢ avec la méthode DAPI (1,04 + 0,05, p > 0,05).
Associé a FasL, I’IC8 diminue logiquement 1’effet pro-apoptotique de ce ligand (7,63 + 0,42
pour FasL associé a I’'IC8 vs 2,99 + 0,48 pour FasL seul, p = 0,0014 pour la méthode DAPI
et 1,23 £ 0,117 vs 1,75 £ 0,181, p = 0,005 pour la méthode TUNEL). De méme, 1’apoptose
induite suite a I’exposition des cellules avec du BDNF est diminuée par I’'lC8 (0,54 = 0,146 vs
1,49 £ 0,22 sans IC8, p = 0,0056 avec la méthode TUNEL). Enfin, I’'IC8 abolit ’effet anti-
apoptotique observé lors de la co-stimulation des cellules par FasL et BDNF (2,99 &+ 0,5 pour
FasL et BDNF associés a I’IC8 vs 0,71 £+ 0,13 pour FasL et BDNF seuls, p = 0,0008 pour la
méthode DAPI et 1,85 £ 0,084 vs 0,6 = 0,15, p = 0,0008 pour la méthode TUNEL).

L’effet de la MA sur I’apoptose cellulaire a ensuite été étudié dans les mémes
conditions expérimentales que celles testées pour I'IC8. Alors qu’elle n’a pas d’effet sur le
taux d’apoptose basal des cellules (1,06 £ 0,18 pour la méthode DAPI et 0,97 = 0,167, p =
0,49 pour la méthode TUNEL), la MA diminue de fagon significative le taux d’apoptose due a
I’exposition des cellules a FasL (1,15 £ 0,27 vs 2,99 + 0,48 sans MA pour la méthode DAPI et
1,06 £ 0,187 vs 1,75 = 0,181, p = 0,01 pour la méthode TUNEL) et a BDNF (0,98 + 0,13 vs
1,78 £ 0,18 sans MA, p = 0,04 pour la méthode DAPI et 0,98 + 0,018 vs 1,49 + 0,22, p = 0,03
pour la méthode TUNEL). De plus, contrairement a I’IC8, la MA n’a pas d’action
significative sur I’effet anti-apoptotique de la co-activation par FasL et BDNF (7,03 + 0,04 vs
0,71 £ 0,13 sans MA, p = 0,28 pour la méthode DAPI et 0,80 = 0,142 vs 0,60 = 0,154, p =
0,17 pour la méthode TUNEL).
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Finalement, un effet additif des actions anti-apoptotiques de 1I’IC8 et de la MA sur
I’apoptose induite par FasL a pu étre constaté (0,57 + 0,061 avec I'IC8 et la MA vs 1,23 +
0,117 sans MA, p = 0,005 et 1,06 = 0,187 sans ICS8, p = 0,035 pour la méthode TUNEL).
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II - L'effet pro-apoptotique de FasL est inhibé par le NGF
dans les cellules SH-SYSY et U-87 MG

II.1 - Les deux lignées cellulaires expriment le récepteur TrkA a leur
surface

Le récepteur TrkA, récepteur de haute affinit¢ pour le NGF, a été¢ recherché par
immunofluorescence et par cytométrie en flux, a la surface des cellules des lignées

neuroblastique et gliale.

Un anticorps polyclonal anti-TrkA a été utilisé afin de détecter la protéine (Figure 42).
Ainsi, un marquage fluorescent a été observé a la surface des cellules, quelle que soit la lignée
¢tudiée. De méme, un décalage du pic de fluorescence, par rapport au contrdle isotypique
(superposé en gris), a pu étre observé, que ce soit pour les cellules SH-SYSY (IMF = 0,394 +
0,059) ou pour les cellules U-87 MG (IMF = 1,123 £ 0,09), confirmant que ces deux types

cellulaires expriment bien le récepteur TrkA.

Cellules SH-SY5Y Cellules U-87 MG

Immunofluorescence

*| IMF = 0,175 +/- 0,027

| | |IMF = 0,205 +/- 0,027
Cytométrie en flux | IMF = 0,394 +/- 0,059
S uUMF=1,123 +-0,09

Green Fluorescence Infensily Green Fluorescence Intensity

Figure 42. Détection de I'expression des récepteurs TrkA dans les lignées neuroblastique et

gliale par immunofluorescence indirecte et cytométrie en flux.
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I1.2 - Analyse du taux d'apoptose cellulaire en présence de FasL, NGF,
IC8 et MA

Les index apoptotiques des cellules (obtenus en comparaison des valeurs obtenues a
1'état basal fixé a 1) ont été déterminés par la méthode TUNEL pour les cellules SH-SYS5Y
(Figure 43) et par la méthode ELISA pour les cellules U-87 MG (Figure 44).

Le NGF diminue le niveau d'apoptose des cellules SH-SYS5Y en comparaison avec le
taux d'apoptose basal, qu'il soit administré seul (0,52 + 0,034, p = 0,036), ou apres activation
par FasL (0,66 £ 0,13 pour FasL associé au NGF comparé avec 1,75 = 0,181 pour FasL seul,
p = 0,012). Cependant, alors que 1'IC8 diminue l'apoptose induite par FasL, il n'a aucune
action sur l'effet anti-apoptotique du NGF seul (0,58 + 0,025 pour le NGF associ¢ a lI'lC8 vs
0,52 £ 0,034 pour le NGF seul, p = 0.12) ou sur l'effet du NGF associ¢ a FasL (0,44 £ 0,075
pour FasL + NGF + IC8 vs 0,66 + 0,132 sans I'IC8, p = 0,28). Finalement, l'effet anti-
apoptotique du NGF est supprimé en présence de MA (1,21 £ 0,142, vs 0,52 £+ 0,034 pour le
NGF seul, p = 0,049) alors que la MA n'a pas d'effet lorsque le NGF est associé¢ a FasL (0,83
+ 0,12 en présence de MA vs 0,66 + 0,132 sans MA, p = 0,18).
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Figure 43. Etude des variations de l'apoptose des cellules SH-SYSY, en présence de Fas,
NGF, IC8 et MA, grace a la méthode TUNEL.
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Les variations du taux d'apoptose des cellules U-87 MG ont été étudiées par la
méthode "Cell Death Detection ELISA Plus" (Figure 44). Comme pour le neuroblastome, le
NGF diminue 1égérement I'apoptose des cellules U-87 MG a 1'état basal (0,89 £ 0,06 avec du
NGF vs 1 a l'état basal, p = 0,15) ou apres activation par FasL (1,03 = 0,17 pour FasL plus
NGF vs 1,52 = 0,06 pour FasL seul, p = 0,024). L'IC8 n'a aucun effet sur les voies de
signalisation induites par le NGF (0,89 + 0,06 avec du NGF vs 0,80 + 0,18 pour NGF plus
IC8, p = 0,44) alors qu'il diminue 1'apoptose induite par FasL (1,52 + 0,06 pour FasL seul vs
0,76 + 0,19 pour FasL plus ICS, p = 0,018).

Finalement, I'effet anti-apoptotique du NGF est augmenté en présence de MA (0,89 +
0,06 avec du NGF vs 0,61 + 0,03 pour NGF plus MA, p = 0,027) et la MA diminue 1'action
protectrice du NGF associé¢ a FasL (1,03 = 0,17 pour FasL plus NGF vs 1,41 + 0,10 pour
FasL plus NGF plus MA, p = 0,13).

ELISA
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Figure 44. Etude des variations de l'apoptose des cellules U-87 MG, en présence de Fas, NGF,
IC8 et MA, grace a la méthode ELISA.
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II1 - LLa combinaison de FasL., étoposide et dexamethasone

empéche le développement de tumeurs gliales in vivo

I1I.1 - Caractérisation des cellules U-87 MG

Afin de permettre la mise en évidence ultérieure des cellules U-87 MG xénogreffées
dans des cerveaux de rats immunodéprimés, cette lignée gliale a tout d’abord été caractérisée

(Figure 45).

Des anticorps spécifiques des différents types cellulaires présents dans le cerveau ont
permis de montrer que la lignée U-87 MG exprime la GFAP (Anti-GFAP Ab), un marqueur
des astrocytes, ainsi que CD68 (Anti-CD68 mAb), un marqueur exprimé par la microglie et
certains astrocytes tumoraux (Zarate et Sampaolesi, 1999), alors que les neurofilaments (Anti-

NF mAb), spécifiques des neurones, ne sont pas exprimés par les cellules tumorales.

Un dernier immunomarquage a montré I’expression, a la surface des cellules, du HLA

de classe I (Anti-HLA mAb), un marqueur spécifique des cellules humaines.

Des contrdles isotypiques ont systématiquement été réalisés mais aucun marquage n’a

jamais pu étre détecté.
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Anti-NF mAb Anti-GFAP Ab

Anti-CD68 mAb Anti-HLA mAb

Figure 45. Analyse immunocytochimique des marqueurs exprimés par les cellules U-87 MG.

III.2 - Le récepteur Fas est exprimé a la surface des cellules U-87 MG,
meéme apres exposition a du FasL et de I’étoposide

L’¢étude de I’expression du récepteur Fas dans la lignée U-87 MG a tout d’abord été
réalisée par Western-blotting (Figure 46). Les protéines des lysats cellulaires, obtenues a
partir de cellules Jurkat (J, contrdle positif) et a partir de cellules U-87 MG a 1’état basal (U-
87) ou apres exposition a FasL et étoposide (+F+E) ont été séparées par SDS-PAGE puis
transférées sur une membrane. Quelles que soient les conditions d’activation, une protéine de
45 kDa a été détectée grace a un anticorps polyclonal anti-Fas (C-20), montrant que le
récepteur Fas reste exprimé dans la lignée cellulaire a I'état basal ainsi qu'apres traitement des

cellules avec FasL et étoposide.
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Figure 46. Détection par Western-blotting de I'expression du récepteur Fas au niveau de

cellules gliales a 1'état basal ou aprés exposition a FasL et étoposide.

Des marquages en immunofluorescence (Figure 47), réalisés a I’aide d’un anticorps
monoclonal anti-Fas (B-G27), ont confirmé que le récepteur Fas est bien exprimé a la surface

des cellules, méme aprés exposition a du FasL associé a I’étoposide.

Anti-Fas mAb
A

—

U-87 MG U-87 MG + FasL + Etop

Figure 47. Etude immunocytochimique de I'expression de Fas au niveau de la lignée gliale U-

87 MG a I'état basal ou apres exposition a FasL et étoposide.

Lors des deux expérimentations, un contrdle (Co pour le Western-blotting), utilisant

des anticorps isotypiques, a également été réalisé.
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I11.3 - Les cellules U-87 MG entrent en apoptose en présence de FasL
et d’étoposide

Le taux d’apoptose des cellules U-87 MG apres exposition aux molécules FasL et
étoposide, a différentes concentrations, a été déterminé grace aux techniques de dosage des
nucléosomes solubles ("Cell Death Detection ELISA Plus") et TUNEL en
immunofluorescence. Les index apoptotiques ont été calculés a partir du taux d’apoptose

basal, arbitrairement fixé a 1.

Le taux d’apoptose des cellules U-87 MG a tout d’abord été¢ déterminé par ELISA
aprés exposition a des doses croissantes d’étoposide (5 a 80 ug/mL) (Figure 48). Ainsi, quelle
que soit la concentration en étoposide, le niveau apoptotique des cellules est significativement
augment¢ par rapport a celui obtenu pour des cellules non stimulées (p < 0,013 quelle que soit
la concentration en étoposide testée). Le taux d’apoptose des cellules ne semble cependant
pas correlé avec I'augmentation de la concentration d'étoposide. Ainsi, la concentration de 10
ng/mL d'étoposide a été choisie pour continuer I’étude. En effet, cette concentration induit le
taux d’apoptose le plus élevé au niveau des cellules U-87 MG (17,1 + 1,3) et elle correspond a
la concentration la plus couramment employée in vitro (Boesen-de Cock et al., 1998 ;

Takahashi et al., 1998).

Les variations des taux d'apoptose ont ensuite ¢ét¢ déterminées en présence de doses
croissantes de FasL (5 a 80 ng/mL). Contrairement aux résultats obtenus précédemment pour
I’étoposide, I’apoptose augmente avec la concentration de FasL et semble s'accroitre de fagon
dose-dépendante. De plus, I’association de FasL (5 a 80 ng/mL) et de I’étoposide (10 pg/mL)
augmente de fagon synergique I’apoptose des cellules en comparaison avec la mort cellulaire

obtenue pour des concentrations équivalentes de FasL seul (Figure 48 et Tableau 11).
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Figure 48. Etude des variations de I'index apoptotique des cellules U-87 MG par dosage des
nucléosomes solubles.

Les cellules sont traitées avec de I'é¢toposide ou du FasL a des concentrations
croissantes, ou avec des concentration croissantes de FasL associées a de 1'étoposide a 10
png/mL. L'association des deux molécules augmente de fagon synergique 1'effet pro-
apoptotique des molécules testées séparement.
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Probabilité de
Index Index apoptotique
Probabilité différences
apoptotique sans aprés addition
de différences significatives avec
addition d'étoposide a 10
significatives ou sans ajout
d'étoposide pg/mL
d'étoposide
FasL a 5 ng/mL 1,15+0,39* 15,47 £ 4,68 p=0,007
FasL a 10 ng/mL 1,28 +0,22° * p=0,0228 26,98 £4,08 p=0,001
FasL a 20 ng/mL 2,87 + 1,04* 5, p=0,0044 28,5+3,75 p=0,001
FasL a 40 ng/mL 2,36 +0,29% ¥ p=0,003 34,86 + 10,22 p=10,0134
FasL a 60 ng/mL 8,09 0,83 “, p=0,0004 25,66 + 3,85 p=10,0011
FasL a 80 ng/mL 9,69 + 0,83 29,69 + 12,90 p=0,1095

Tableau 11. Analyse statistique des résultats obtenus lors de I'étude des variations de 1'index
apoptotique des cellules U-87 MG mises en présence de FasL a des concentrations

croissantes, associées ou non a de I'étoposide (10 pg/mL).

Le pourcentage de cellules en apoptose a ensuite été¢ déterminé grace a la méthode
TUNEL (Figure 49). Les résultats obtenus confirment ceux obtenus par ELISA. L’association
de FasL (40 ng/mL) et de I’étoposide (10 pg/mL) augmente de fagon synergique 1’apoptose
des cellules gliales, comparé au taux de mort cellulaire obtenu pour les cellules stimulées avec
FasL seul ou I’étoposide seul (17,45 = 3,8 pour FasL + étoposide vs 2,09 + 0,37 pour FasL
seul et 3,78 £ 0,45 pour [’étoposide seul, p = 0,0018 et p = 0,0033 respectivement). De plus,
des concentrations croissantes de FasL (40, 60 et 80 ng/mL) associées a 1’étoposide a 10
ng/mL augmentent le pourcentage de cellules en apoptose de fagon dose dépendante (p <

0,0175 quelles que soient les concentrations de FasL étudiées).
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Figure 49. Détermination par la technique TUNEL du pourcentage de cellules U-87 MG en

apoptose apres traitement par FasL et étoposide.

Ces résultats ont permis de déterminer les doses de FasL (40 ng/mL) et d’étoposide

(10 pg/mL) suffisantes pour induire 1’apoptose des cellules. Ces concentrations ont ainsi été

utilisées pour la suite de cette étude.

I11.4 - FasL et étoposide diminuent la prolifération des cellules gliales

L’analyse de la survie et de la prolifération cellulaire a été réalisée selon deux

méthodes, la premiére

basée sur la réduction du MTT par une enzyme mitochondriale et la

seconde sur I’incorporation du BrdU au niveau de I’ADN des cellules en division. Pour le test

MTT, les valeurs de viabilité ont été calculées a partir du taux basal de viabilité des cellules,

arbitrairement fixé a 1.

Les analyses de réduction du MTT (Figure 50) ont montré que FasL (40 ng/mL)

augmente 1égérement la viabilité des cellules par rapport a 1’état basal (7,08 += 0,05 vs 1, p

0,0034), alors que 1I’étoposide (10 pg/mL) la diminue significativement (0,80 + 0,06, p
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0,0001). De plus, comparé aux valeurs obtenues avec FasL seul, 1’association FasL/étoposide
diminue significativement la viabilité cellulaire (7,08 + 0,05 pour FasL seul vs 0,68 + 0,06
pour FasL plus etoposide, p < 0,0001). 11 en est de méme si I'on compare les valeurs obtenues

avec I'étoposide seul (0,68 + 0,06 pour FasL plus etoposide vs 0,80 = 0,08 pour ['étoposide
seul, p = 0,032).
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Figure 50. Etude de la viabilité des cellules gliales aprés exposition a FasL et étoposide par

analyse de la réduction du MTT.

Les analyses d’incorporation du BrdU (Figure 51) ont ensuite montré que FasL ne
modifie pas la division des cellules (44,93 + 6,69 pour FasL vs 51,93 + 5,89 pour les cellules
non stimulées, p = 0,3841) alors que 1’étoposide la diminue fortement (71,57 + 2,46 vs 51,93
+ 5,89, p = 0,0002). Enfin, I’association FasL/étoposide diminue la prolifération des cellules
par rapport a I’effet obtenu avec FasL seul (5,66 + 1,92 pour FasL et etoposide vs 44,93 +
6,69 pour FasL, p = 0,0024) ou avec 1’étoposide seul (3,66 = 1,92 pour FasL et etoposide vs
11,57 + 2,46 pour l'étoposide seul, p = 0,0626).
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Figure 51. Analyse de la prolifération des cellules gliales, en présence de FasL et d'étoposide,

par détection de l'incorporation du BrdU.

I11.5 - Vérification des coordonnées de stéréotaxie

Les cellules U-87 MG ont ensuite été injectées dans des cerveaux de rats

immunodéprimés afin de provoquer I'apparition d'une tumeur gliale.

Du bleu de méthyléne a été utilisé afin d’adapter les coordonnées de stéréotaxie au
matériel et aux rats greffés (Figure 52). Aprés avoir recherché les coordonnées stéréotaxiques
du putamen caudal droit, 1 pL de bleu de méthyléne a été injecté selon les coordonnées
déterminées dans des cerveaux de rat. Les rats ont alors été euthanasiés, leur cerveau congelé
et coupé pour des observations au microscope. Le bleu de méthyléne a été détecté au centre
du putamen caudal droit et les coordonnées AP = 0,5 mm, L = - 2,7 mm et DV = 4,4, par

rapport au bregma, ont, de ce fait, été respectées lors de chaque opération.
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Figure 52. Vérification des coordonnées de stéréotaxie grace a l'injection de bleu de

méthylene.

I11.6 - Les xénogreffes de cellules U-87 MG aboutissent a la formation
d’une tumeur

L’analyse de la viabilité cellulaire, grace au bleu de Trypan, des cellules incubées 1
heure dans du LCR (temps maximum entre le moment ou les cellules ont été collectées et le
moment ou elles sont greffées), n’a pas montré une augmentation significative de la mortalité

des cellules.

Les cellules U-87 MG ont été greffées a raison de 10° cellules par greffe dans des
cerveaux de rats Nude (n = 5) et les animaux ont été observés quotidiennement apres
I’intervention. Des symptomes neurologiques sont apparus pour tous les rats entre le
vingtiéme et le trentiéme jour apres la greffe. Les examens cliniques ont montré une altération
physique générale des animaux avec de signes récurrents comme la perte de poids, 1'épistaxis,

la perte d’équilibre, la diminution de la proprioception, la parésie et l'inclinaison de la téte.

L’euthanasie des animaux a été rapidement réalisée apres l'apparition des symptomes

afin de limiter leur souffrance. En absence de signes cliniques, tous les animaux ont été

euthanasiés le 30°™ jour (Figure 53).
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Figure 53. Représentation graphique des différents jours d'euthanasie des rats.

Apres euthanasie des rats, des coupes de cerveaux ont été réalisées et colorées grace a

de I’hématoxyline (Figure 54).

LCR Xénogreffes

FasL + Etoposide

o . 2 ‘ ' + Dexaméthasone

ik

FasL + Etoposide

Figure 54. Coloration a I'hématoxyline de coupes des cerveaux de rats.

Une large masse tumorale dont la surface moyenne est de 40,64 + 6,41 mmz, a ainsi pu
étre observée au niveau du putamen caudal droit (Xénogreffes), zone ou les cellules ont été

implantées (Figure 55).
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Figure 55. Valeurs de la surface moyenne des tumeurs.

Cette masse tumorale est composée de cellules présentant des morphologies anatomo-
pathologiques différentes de celles des cellules des cerveaux des rats. De plus, aucune masse
cellulaire n’a jamais pu étre détectée au niveau du putamen caudal gauche ou au niveau des

autres zones cérébrales examinées apres coupes seriées.

Afin de démontrer que la tumeur provient bien de la prolifération des cellules U-87
MG, des marquages HES et immunohistochimiques ont été réalisés. Les observations des
marquages HES au microscope ont confirmé que la morphologie des cellules est totalement
différente de celle des cellules du cerveau (Figure 56). Les coupes des cerveaux ont ensuite
été exposées aux anticorps utilisés en immunocytochimie pour caractériser les cellules U-87
MG. Les anticorps anti-CD68, anti-GFAP, anti-HLA et anti-Fas se sont fixés sur des
protéines situées sur les cellules de la tumeur (T) alors que I’anticorps anti-NF n’a reconnu
qu’une protéine exprimée en dehors de la zone tumorale, au niveau des tissus de cerveaux des
rats (C). La masse tumorale est donc bien due a la prolifération des cellules U-87 MG, qui
expriment le marqueur humain spécifique HLA, et non a la prolifération de cellules issues des

tissus cérébraux de rats. Enfin, I’expression de la protéine Fas a été détectée au niveau de la
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tumeur. Ce résultat est essentiel pour la suite des travaux puisque I’expression du récepteur

Fas permet d’envisager 1’analyse in vivo de I’effet de FasL sur les tumeurs gliales (Figure 56).

Anti-CD68 mAb Anti-NF mAb

Antl-GFAP Ab Anti-HLA mAb Anti-Fas mAb
T T T
Cc
Figure 56. Analyse des marqueurs cellulaires exprimés au niveau des tumeurs de cellules U-

87 MG xénogreffées.

[II.7 - Les injections de LCR n’ont aucun effet sur des rats
immunodéprimes

Afin de déterminer un éventuel effet du LCR sur les cellules des cerveaux de rat, 4 pL
de LCR sans cellules ont été injectés par stéréotaxie et les pompes osmotiques ont été
uniquement remplies de LCR (contrdles sains, n = 5). Trente jours apres I’injection de LCR,
aucun des 5 rats ne présentait de symptomes neurologiques (Figure 53) et les animaux avaient
gagné en moyenne 12,7 % de leur poids initial. Les rats ont alors été euthanasiés, leur cerveau
congelé et coupé. Les colorations des coupes en hématoxyline n’ont jamais montré la
présence d’une tumeur (Figure 54 et 55) et les analyses en immunohistochimie n’ont jamais

mis en évidence l'expression des protéines CD68, ni des marqueurs HLA. Aucune tumeur ne
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s’est donc développée apres injection de LCR. Les tumeurs observées aprés xénogreffes sont

donc bien dues a I’injection des cellules et non a un artéfact di au LCR.

II1.8 — L'association de FasL et de I'é¢toposide a un effet anti-tumoral

Des pompes osmotiques contenant les molécules FasL et étoposide ont ét¢ implantées
a des rats (n = 5) 15 jours apres la greffe des cellules U-87 MG. Les molécules de traitement
ont ainsi ét¢ administrées pendant 15 jours. Parmi les 5 rats greffés et traités, deux ont
développé des signes neurologiques, 26 jours apres la greffe (Figure 53). Les signes cliniques
observés ¢€taient semblables a ceux déterminés lors des observations réalisées sur des rats
greffés mais non traités. L'analyse systématique des pompes osmotiques, apres l'euthanasie
des rats, a montré qu'une quantité importante de solution de traitement était encore présente
dans les pompes osmotiques des deux rats malades. L'apparition des symptdmes cliniques
¢tait donc vraisemblablement due a un défaut d'administration du traitement plutét qu'a
l'inefficacité des molécules. Finalement, une masse tumorale (30,72 + 2,45 mmz) de taille

comparable a celle des tumeurs de rats greffés mais non traités était visible.

Les 3 autres rats du lot n'ont jamais montré de signes cliniques pendant les 30 jours qui
ont suivi la greffe et ont gagné 15,9 % de leur poids initial. Des colorations a I'hématoxyline
des coupes de cerveaux (Figure 54) ont mis en évidence la présence d'une tumeur (11,43 +
3,66 mm®) de volume significativement plus réduit que celui observé chez les rats greffés non
traités (p = 0,0222 si les volumes des tumeurs qui correspondent aux deux rats dont la pompe
osmotique était défaillante ne sont pas pris en compte) (Figure 55). Les études
immunohistochimiques ont montré que les protéines CD68, GFAP, HLA et Fas étaient encore
exprimées au niveau des cellules de la tumeur. Finalement, les études anatomo pathologiques
macroscopiques des coupes des cerveaux ont mis en évidence un aspect inflammatoire des
cerveaux des rats au niveau de la tumeur, caractérisé par la présence d'oedémes et de dépots

fibrineux.
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II1.9 - La dexaméthasone augmente I’effet anti-tumoral de FasL
associ¢ a I’¢toposide

Afin de limiter le processus inflammatoire observé chez les animaux traités par FasL
et étoposide, la dexaméthasone, un immunosuppresseur systémique prescrit dans les cas de

pathologies cérébrales, a été ajoutée a FasL et étoposide lors de la préparation des pompes

osmotiques (n = 5).

Trente jours aprés la greffe, aucun des 5 rats greffés et traités avec FasL, étoposide et
dexamethasone n'a présenté de symptomes cliniques (Figure 53). Cependant, une perte de 7,6
% de leur poids initial a pu étre constatée. Les colorations a I'hématoxyline des coupes de
cerveaux de rats ont montré une diminution significative de la taille des tumeurs (7,35 + 2,76
mm?) (Figure 54 et 55), que ce soit par rapport a la taille des tumeurs des rats non traités (p <
0,0001) ou par rapport a celles des rats traités avec FasL et étoposide (p = 0,0003). Enfin, les
marqueurs exprimés au niveau des cellules tumorales sont une fois encore le CD68, la GFAP,
le HLA et Fas. Il est a noter que dans ce groupe de rats traités, la disparition compléte de la
tumeur a été observée pour 1'un d'entre eux. Les marquages par immunohistofluorescence ont
révélés l'absence de cellules tumorales HLA™ ou CD68" dans les autres régions du cerveau

examinées au niveau de coupes sériées.
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IV - Séparation des cellules U-87 MG selon 1a méthode de

fractionnement par couplage flux force (SAdFFF)

IV.1 - Observation en microscopie inversée des cultures de la lignée
gliale U-87 MG

La lignée U-87 MG présente, en microscopie inversée, deux types cellulaires
morphologiquement distincts dans nos conditions de culture. Alors que certaines cellules sont
adhérentes, de grande taille et avec des expansions cellulaires, d'autres sont de petite taille,

sphériques, sans expansion cellulaire et regroupées en amas (Figure 57).

Cellules rondes non
adhérentes

Cellules étalées et
adhérentes

Figure 57. Aspect microscopique des cellules de la lignée U-87 MG.

IV.2 - Observation des cellules apres tri par SAFFF

La technique de SAFFF nous a permis de séparer dans la lignée deux ou trois
populations cellulaires, selon les conditions de tri, présentant des caractéristiques de taille et
de poids distinctes. La premiére fraction est composée de cellules de grande taille alors que la

derniere fraction contient les cellules de plus petite taille. Une fraction de cellules totales non
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triées mais injectées dans I’appareil de séparation sert de contréle de l'altération cellulaire

induite par 1’¢lution.

Deux types de tris ont été réalisés, les canaux des machines différant selon leur taille.
En effet, 'augmentation de 1'épaisseur du canal de la machine permet d'améliorer la sélectivité
en taille de 1'¢lution cellulaire. Ainsi, le tri de sous-populations cellulaires ayant des

différences de critéres biophysiques (taille et densité) de faible amplitude devient plus précis.

Les cellules ont tout d'abord été séparées en deux fractions (F1 et F2) grice a une
machine a petit canal et remises en culture (Figure 58). La premiére fraction était composée
de cellules adhérentes avec des prolongements cellulaires, exprimant fortement la N-CAM et
faiblement le récepteur Fas (B-G27). Au contraire, la fraction F2 comprenait des cellules
rondes faiblement adhérentes avec trés peu de prolongements cellulaires. Les cellules de la
fraction F2 exprimaient trés fortement le récepteur Fas alors que la N-CAM n'a pas pu étre

détectée.

Fraction F1 Fraction F2
gl
P -

Anti-Fas mAb

Anti-N-CAM mAb

Figure 58. Analyse de la morphologie cellulaire et de I'expression des molécules Fas et N-

CAM dans les fractions F1 et F2 des cellules U-87 MG triées par SAFFF.
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Les résultats obtenus par immunofluorescence ont été confirmés par cytométrie en
flux (Figure 59). Deux fenétres permettant I'analyse des cellules de tailles différentes ont
permis l'analyse des deux sous-populations cellulaires (fenétres F1 et F2). Ainsi, un décalage
du pic de fluorescence a été observé avec un anticorps anti-Fas couplé PE sur les cellules de
petite taille (avec quelques cellules de grande taille marquées) et avec un anticorps anti-N-

CAM couplé PE sur les cellules de grande taille (et non sur les cellules de petite taille).
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Figure 59. Analyse par cytométrie en flux des marquages Fas et N-CAM, sur les cellules

triées en SAFFF.

La prolifération des cellules des différentes fractions a ensuite été déterminée en
analysant par cytométrie en flux l'incorporation du BrdU, incubé pendant 48 heures en

présence des cellules. Les fenétres de tri déterminées pour la figure 59 ont été conservées lors
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de cette analyse. Alors que les cellules de la fraction F2 n'ont quasiment pas incorporé de
BrdU (4,03 = 0,67 % des cellules qui ont incorporé le BrdU), les cellules de la fraction F1
(30,07 + 3,98) se divisent beaucoup plus.

Le deuxieme tri, réalisé avec une machine possédant un canal de taille supérieure a
celui précédemment utilisé, a permis de séparer les cellules selon trois fractions distinctes
(Figure 60). La fraction F1 est composée de cellules rondes, non adhérentes, sans expansion
cellulaire et de tailles hétérogenes. La fraction F2 est composée de cellules rondes non
adhérentes et de cellules adhérentes avec des expansions cellulaires. Enfin, la fraction F3 est
composée de cellules rondes, non adhérentes, sans expansions cellulaires mais de taille plus
homogéne et plus petite que la taille des cellules observées en F1. Alors que les cellules de la
fraction F2 ont rapidement reformé des réseaux semblables a ceux observés avant le tri, les
cellules des fractions F1 et F3 n'ont pas adhéré aprés 2 mois en culture. Les cellules des
fractions F1 et F3 n'ont pas adhéré lorsqu'elles ont été cultivées dans du milieu de culture
provenant de cellules non triées. De méme, aucune adhésion cellulaire n'a pu étre constatée

lorsque les cellules des fractions F1 et F3 ont été¢ mélangées.

Fraction F1 Fraction F2 Fraction F3
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Figure 60. Analyse de la morphologie des cellules U-87 MG dans les fractions F1, F2 et F3.
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V - Etude de I'expression des récepteurs de TRAIL dans

les lignées cellulaires SH-SYSY et U-87 MG

V.1 - Recherche des transcrits des TRAIL-R.

Les transcrits des quatre récepteurs de TRAIL ont été recherchés par RT-PCR sur des
ARN totaux extraits de la lignée SH-SYSY, grace a des couples d'amorces spécifiques de
chaque récepteur (Figure 61). Aprés séparation sur gel, des produits d'amplification de 506,
502 et 612 paires de bases, correspondant aux tailles attendues pour les récepteurs TRAIL-R1,
-R2 et -R3 respectivement, ont été détectés. Le transcrit du récepteur TRAIL-R4 n'a pas pu
étre mis en évidence. Une réaction d'amplification a également été réalisée grace a des
amorces spécifiques de la B-actine (A), comme contrdle positif. Un marqueur de taille (M,
100 pb) a permis de déterminer la longueur de chaque fragment amplifié. Des témoins

négatifs de PCR (Co) ont également été réalisés.

506 pb
502 pb

e
———
s
-
—
M

Figure 61. Mise en évidence de la présence des transcrits des récepteurs de TRAIL dans les
cellules SH-SYSY.
M : marqueur de taille ; R1, R2 et R3 : TRAIL-R recherché ; A : actine ; Co : contrdle.
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V.2 - Recherche des protéines TRAIL-R selon différentes techniques

immunologiques

V.2.A - Détection par Western-blotting

La recherche des quatre récepteurs de TRAIL a été réalisée sur des lysats totaux de
cellules SH-SYSY (NB) ou U-87 MG (U87) (Figure 62). Les anticorps anti-TRAIL-R1, R3 et
R4 ont permis de détecter des protéines de 50, 27,4 et 41,8 kDa respectivement, tailles
attendues pour chacun des récepteurs. Le récepteur TRAIL-R2 n'a pas pu étre mis en

évidence. Des controles isotypiques (Co) ont systématiquement été réalisés.

TRAILR1 Co TRAILR3 Co TRAILR4 Co
e B
— -
50 kD2 — cae e ' 41 kDa-
NB U87 NB U87 NB U87 NB U87 NB U87 NB U87

Figure 62. Analyse de l'expression des TRAIL-R par Western-blotting (SDS-PAGE a 12 %)).

NB : lysat protéique de cellules neuroblastiques SH-SYSY, U87 : lysat protéique de
cellules de glioblastome humain, Co : controle isotypique.

V.2.B - Détection par immunofluorescence indirecte

Les études immunocytochimiques ont été réalisées avec des anticorps monoclonaux
dirigés contre les récepteurs TRAIL-R1, -R2, -R3 et -R4 (Figure 63). Un marquage
fluorescent des cellules a été détecté quel que soit le récepteur recherché et quelle que soit la
lignée, neuroblastique ou gliale. Le marquage fluorescent du TRAIL-R3 était cependant plus
faible au niveau des cellules U-87 MG que celui qui était observé sur les cellules

neuroblastiques.
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TRAIL-R1 TRAIL-R2 TRAIL-R3 TRAIL-R4

Cellules
SH-SY5Y

Cellules
U-87 MG

Figure 63. Détection par immunofluorescence des TRAIL-R.

V.2.C - Détection par cytométrie en flux

Une étude de 'expression des récepteurs de TRAIL par cytométrie en flux été réalisée
grace a des anticorps monoclonaux anti-TRAIL-R sur les cellules U-87 MG (Figure 64). Un
décalage du pic de fluorescence a été observé avec les anticorps anti-TRAIL-R1 et -R2 alors
que les anticorps anti-TRAIL-R3 et -R4 n'ont pas permis de détecter de protéines. Des
contrdles isotypiques (en gris) ont systématiquement été réalisés et superposés aux

marquages.

TRAIL R1 | TRAIL R2 f TRAIL R3 TRAIL R4

Counts

v

Green Fluorescence Intensity

Figure 64. Analyse de I'expression des récepteurs de TRAIL au niveau de cellules U-87 MG

par cytométrie en flux
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V.3 - Analyse de l'effet apoptotique de TRAIL dans les deux types de

lignées cellulaires

Le taux d'apoptose des cellules SH-SYSY et U-87 MG, aprés exposition au facteur
TRAIL a différentes concentrations, a été déterminé grace a la technique de détection des
nucléosomes solubles ("Cell Death Detection ELISA Plus"). Les index apoptotiques ont été

calculés a partir du taux d’apoptose basal, arbitrairement fixé a 1.

Le taux d'apoptose des cellules SH-SYS5Y induite par TRAIL (Figure 65) est
significativement différent du taux d'apoptose basale, uniquement a la concentration de 80
ng/mL (p = 0,02). L'administration concomitante de TRAIL et de 1'lC8 diminue I'effet pro-
apoptotique induit par TRAIL seul (p = 0,02 pour les concentrations de TRAIL a 10, 60 et 80
ng/mL), suggérant que l'apoptose induite par TRAIL dans les cellules SH-SYSY emprunte la
voie de la caspase-8. Par ailleurs, 1'adjonction d'un inhibiteur général des caspases (PAN)
diminue encore l'effet pro-apoptotique de TRAIL sur les cellules neuroblastiques par rapport
aux cellules traitées avec TRAIL et I'IC8 (p = 0,04 pour toutes les concentrations sauf a 5
ng/mL de TRAIL). Ces résultats montrent que la voie des TRAIL-R implique non seulement la

caspase-8 mais également d'autres caspases.
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Figure 65. Etude de l'induction d'apoptose des cellules SH-SY5Y par TRAIL seul, ou associé
a un inhibiteur de la caspase-8 (IC8) ou a un inhibiteur général des caspases (PAN), par
ELISA.
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L'effet de TRAIL sur l'apoptose a ensuite ¢été¢ étudié sur les cellules U-87 MG par
ELISA (Figure 66). Quelle que soit la concentration testée de TRAIL (5 a 80 ng/mL),
I'apoptose des cellules U-87 MG est augmentée (p < 0,02 pour toutes les concentrations
testées sauf a 5 ng/mL de TRAIL). De plus, il semble que le taux d'apoptose des cellules soit

dose-dépendant et augmente avec la concentration de TRAIL.

ELISA
6 [
5 l —
T
S 4 I |
S
g I
2 I
o3 ‘ 1 1 —
=1
©
bl
3
£2 -
14 -
0 T T T T T T
Basal TRAIL (5 TRAIL (10  TRAIL (20  TRAIL (40 TRAIL (60  TRAIL (80
ng/mi) ng/mil) ng/mi) ng/ml) ng/mil) ng/mil)

Figure 66. Etude par la méthode ELISA de I'effet de TRAIL sur l'apoptose des cellules U-87
MG.
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VI - Le récepteur p7 est séquestré dans 1'appareil de

Golgi des cellules U-87 MG

Dans la majorité des cellules U-87 MG et dans nos conditions de cultures, nous avons

mis en évidence que la localisation du récepteur p75™ '~ était limitée a l'appareil de Golgi.

VI.1 - Expression localisée dans l'appareil de Golgi du récepteur

p75NTR

Des doubles marquages en immunocytochimie ont été réalisés avec les cellules U-87
MG grace a deux anticorps (Figure 67) : un anticorps polyclonal qui reconnait la mannosidase
I1, une protéine spécifique de 1'appareil de Golgi (Anti-Golgi Ab), et un anticorps monoclonal
anti-p75™'% (Anti-p75~ ' mADb). Dans les cellules, les protéines sont co-localisées dans le
cytoplasme, a proximité du noyau. Ce résultat a abouti a l'hypothése selon laquelle le
récepteur p75™'® serait stocké au niveau de l'appareil de Golgi. Le récepteur p75™' " est

également exprimé au niveau de la membrane de quelques cellules U-87 MG.

Anti-Golgi Ab Anti-p75"""mAb Superposition

Cellules
uU-87 MG

Récepteur p75™ ' ® localisé dans l'appareil Récepteur p75™'® localisé dans la

de Golgi dans la majorité des cellules membrane d'une minorité de cellules

Figure 67. Etude immunocytochimique en double marquage de 1'expression du récepteur

75NTR

p au niveau de l'appareil de Golgi.
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Afin de confirmer le résultat précédent, 1'é¢tude de l'expression du récepteur par
cytométrie en flux a été réalisée grice & un anticorps monoclonal anti-p75™™" (clone NGFRS5)
(Figure 68). Deux décalages du pic de fluorescence ont alors été observés en comparaison
avec le controle isotypique (IMF = 0,160 + 0,014, en gris), le pic de plus faible intensité (IMF
= 0,280 = 0,095) correspondant au récepteur localisé¢ dans l'appareil de Golgi (il n'est pas
présent si les cellules ne sont pas perméabilisées) et le pic de forte intensité¢ (IMF = 41,9 +
5,8) correspondant au récepteur exprimé a la surface des cellules. Le nombre des cellules

NTR

exprimant le récepteur p75 a leur surface reste cependant assez faible puisqu'il ne

représente que 3,03 £ 0,2 % des cellules totales.

256

IMF = 0,160 +/- 0,014 (Controle isotypique)

Counts

| IMF = 0,280 +/- 0,095 (Pic d faible IMF, 97 % des cellules)

IMF = 41,9 +/- 5,8 (Pic de forte IMF, 3 % des cellules)

(i 10! 1n? e 10? o
Green Fluorescence Intensity

Figure 68. Analyse de I'expression du récepteur p75""" des cellules U-87 MG par cytométrie

en flux.

Deux anticorps polyclonaux reconnaissant spécifiquement les parties N-terminale
(Anti-p75"™ ntAb) et C-terminale (Anti-p75™'~ ctAb) du récepteur p75™ '~ ont ensuite été
testés (Figure 69). Les marquages observés sur les cellules U-87 MG sont également localisés
dans le cytoplasme a proximité du noyau, confirmant la présence du récepteur p75™ '~ dans

I'appareil de Golgi.
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Anti-p75""RntAb Anti-p75""R ctAb

Cellules
U-87 MG

Figure 69. Etude de la localisation du récepteur p75™ '~ grice a deux anticorps polyclonaux.

La spécificité golgienne de l'anticorps anti-mannosidase II a été controlée
morphologiquement avec des fibroblastes humains (Figure 70), ces cellules étant
suffisamment grosses pour permettre de visualiser l'appareil de Golgi par microscopie

confocale.

Figure 70. Immunomarquages de fibroblastes grace a un anticorps spécifique de l'appareil de

Golgi, un anticorps anti-mannosidase II.

NTR B
et a des

Afin de vérifier l'absence de séquence commune au récepteur p75
constituants de l'appareil de Golgi, des analyses de séquences in silico ont également été
réalisées. La séquence protéique du récepteur p75~ '~ a été analysée grace au logiciel Blast
mais aucune séquence protéique connue comme €tant exprimée dans l'appareil de Golgi n'a pu

A . r ’ r NTR
étre alignée avec la séquence du récepteur p75~ .
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Deux toxines connues pour dégrader l'appareil de Golgi, la BFA et le NDGA, ont
ensuite ¢té mises en contact avec les cellules (Figure 71). Ainsi, quelles que soit la toxine, le

marquage observé avec l'anticorps anti-mannosidase II mais également avec l'anticorps

NTR
5

monoclonal anti-p7 apparait diffus dans le cytoplasme des cellules. La dégradation de

l'appareil de Golgi est donc associée a la diffusion du marquage du récepteur p75™'~,

confirmant que celui-ci est bien présent dans l'appareil de Golgi.

Anti-Golgi Ab Anti-p75""R mAb Superposition

u-87 MG
+ BFA

U-87 MG
+ NDGA

Figure 71. Etude de 1'effet des toxines golgiennes, BFA et NDGA, sur la localisation du
récepteur p75™ ® (Anti-p75™'® mADb) et de I'anticorps anti-mannosidase IT (Anti-Golgi Ab)

par immunofluorescence sur les cellules U-87 MG.

Pour chaque immunomarquage, des contrdles isotypiques ont été réalisés.

VL2 - Etude de la protéine p75" '~ par Western-blotting

Des ¢études par Western-blotting ont ensuite été réalisées afin de déterminer la taille
des protéines reconnues par les différents anticorps utilisés en immunocytochimie (Figure 72).
Des lysats de protéines totales ont été¢ séparés par SDS-PAGE et étudiés avec 3 anticorps

différents reconnaissant le récepteur p75™ '~ 1l s'agit de l'anticorps monoclonal anti-p75~™~
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(clone NGFRS5, Anti-p75™'™® mAb) qui reconnait la partie N-terminale de la protéine et de
deux anticorps polyclonaux reconnaissant spécifiquement les parties N-terminale (Anti-
p75N™® ntAb) et C-terminale (Anti-p75™ '~ ctAb) du récepteur. Plusieurs protéines de tailles
différentes ont été détectées. Quel que soit 'anticorps utilisé, une protéine de 53,4 kDa a été
détectée dans les lysats des cellules U-87 MG. L'anticorps monoclonal (Anti-p75™'* mAb) a
de plus détecté deux protéine de 56,6 kDa et 75 kDa.

Des controles isotypiques (Co) ont a nouveau été réalisés.
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Figure 72. Détection de la protéine p75" " dans des lysats de cellules U-87 MG par Western-

blotting avec 3 anticorps anti-p75™ ' :

un anticorps monoclonal dirigé contre la région N-terminale du récepteur (Anti-p75™ '~

mADb), un anticorps polyclonal spécifique de la région N-terminale (Anti-p75™ < ntAb) et un
anticorps polyclonal spécifique de la C-terminale (Anti-p75™ '~ ctAb) du récepteur.
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VL3 - Effet des ligands du récepteur p75™ '} sur son expression a la

surface des cellules

NTR

Afin de déterminer un éventuel effet des ligands du récepteur p75 sur la

localisation de ce récepteur, les cellules ont été stimulées pendant 24 heures avec du NGF et
du BDNEF. Alors que le NGF n'a aucun effet sur l'expression du récepteur p75™ ', le BDNF
modifie l'expression du récepteur p75™ '~

(Figure 73).

a la membrane plasmique des cellules U-87 MG

Anti-Golgi Ab Anti-p75""® mAb

U-87 MG
+ NGF

U-87 MG
+ BDNF

Figure 73. Immunomarquages du récepteur p75™ '« et de l'appareil de Golgi aprés stimulation

des cellules par du NGF et du BDNF.

Des ¢tudes immunocytochimiques ont alors ¢été réalisées (Figure 74). Par
immunocytofluorescence, il était possible d'observer une légere augmentation de I'expression

du récepteur p75"™" a la surface des cellules.
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U-87 MG - BDNF U-87 MG + BDNF

Anti-p75""R mAb

Figure 74. Immunomarquage du récepteur p75" ~ au niveau des cellules U-87 MG traitées ou

non avec du BDNF.

Une premicre analyse par cytométrie en flux des cellules mises en présence de BDNF
a cependant montré que la quantité de cellules exprimant le récepteur p75™ '~ a leur surface ne

variait pas.

Afin de déterminer si l'expression du récepteur p75™ '~ a la surface des cellules était
localisée au niveau des radeaux lipidiques (Figure 75), des doubles marquages avec un
anticorps monoclonal anti-75™ ' * mAb et avec la sous-unité B de la toxine cholérique couplée
au FITC ont alors été effectués. L'absence de superposition des marquages obtenus suggere

NTR

que la localisation du récepteur p75 a la membrane ne se situe pas dans les radeaux

lipidiques.
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Figure 75. Recherche de l'expression du récepteur p75™ '~ dans les radeaux lipidiques par

immunofluorescence.

NTR

VI.4 - L'activation du récepteur p75 ne modifie pas le taux

d'apoptose des cellules

Afin de déterminer l'effet de l'activation du récepteur p75™' % sur l'apoptose des
cellules, un anticorps monoclonal agoniste du récepteur p75™'~ a été déposé sur les cellules
pendant 48 heures et le taux d'apoptose déterminé par deux méthodes ("Cell Death Detection
ELISA Plus" et TUNEL) (Figure 76). Ainsi, quelle que soit la méthode utilisée, le taux
d'apoptose des cellules n'a pas été modifié par l'anticorps (p > 0,3, quelles que soient les

valeurs comparées).
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Figure 76. Etude du taux d'apoptose des cellules aprés exposition a un anticorps monoclonal

anti-p75™ ' * par les techniques ELISA apoptose et TUNEL.
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Discussion

I - Le récepteur p75" ' X module I’apoptose induite par le

récepteur Fas dans la lignée neuroblastique SH-SYSY

L’ensemble de ces résultats a fait I'objet d'une publication acceptée dans la revue

Apoptosis (Voir en Annexe la publication n° 2).

Cette premiere ¢tude a montré que l'apoptose des cellules neuroblastiques humaines
SH-SYSY peut étre induite soit par l'activation du récepteur Fas par FasL, soit grace a
l'induction des voies de signalisation du récepteur de faible affinité pour les neurotrophines,

5NTR par le BDNF. Ces résultats, obtenus par les méthodes DAPI et TUNEL, ont confirmé

p7
des études précédemment réalisées (Bamji et al., 1998 ; Yi et al.,, 2000). Au contraire,
l'activation simultanée de ces deux récepteurs aboutit a l'inhibition du phénoméne d'apoptose

NTR

détectée lorsque les récepteurs Fas et p75~ = sont activés indépendamment.

. e r TR o

Les transcrits et les protéines des récepteurs Fas et p75N ont tout d'abord été
recherchés. Le récepteur Fas a ainsi ¢ét¢ mis en évidence au niveau ribonucléique mais
¢galement au niveau protéique, confirmant d'autres études (Yi et al., 2000 ; Lopez et Ferrer,

NTR rer r r . \ r \
a été détecté au niveau de cellules a I'état basal ou apres

2000). De méme, le récepteur p75
activation par FasL, prouvant que l'activation des voies de signalisation du récepteur Fas
n'empéche pas l'expression du récepteur p75™ ~. L'expression des récepteurs TrkA et TrkB,
les récepteurs a activité tyrosine kinase de forte affinité pour le NGF et le BDNF,
respectivement, a ensuite été analysée par cytométrie en flux et Western-blotting. La
technique de cytométrie en flux a confirmé l'expression du récepteur TrkA par les cellules
neuroblastiques alors que le récepteur TrkB n'a jamais été détecté dans la lignée SH-SYSY
(Nakagawara et al., 1994 ; Hoehner et al., 1995 ; Edsjo et al., 2003). En effet, lors de travaux

précédents, le récepteur TrkB n'a pu étre détecté dans la lignée SH-SYSY que dans des
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conditions conduisant a la différenciation des cellules, c'est-a-dire en présence d'acide trans-
rétinoique (Kaplan et al., 1993 ; Matsumoto et al., 1995 ; Edsjo et al., 2003). Les analyses par
Western-blotting ont confirmé 1'absence d'expression du récepteur TrkB dans les cellules,

n N . . . . . . ’ NTR
méme apres activation des voies de signalisation des récepteurs Fas et p75

par FasL et
BDNF respectivement. Ainsi, dans la lignée cellulaire SH-SYSY, l'effet du BDNF est
uniquement di a sa fixation sur le récepteur p75™', le récepteur de haute affinité TrkB n'étant

NTR

pas exprimé. L'apoptose induite par 1'interaction du BDNF et du récepteur p75" " a alors été

déterminée, mettant en évidence l'effet pro-apoptotique de I'activation du récepteur p75™ '~ sur
les cellules neuroblastiques. Ce phénomeéne avait déja ét¢ démontré au niveau de neurones
sympathiques (Bamji et al., 1998). L'inhibition de I'apoptose induite par FasL, par le BDNF, a
ensuite été démontrée au niveau de la lignée neuroblastique. L'effet répresseur des facteurs de
croissance sur l'apoptose médiée par le récepteur Fas avait déja ét¢ prouvé dans différents
types cellulaires et particuliérement au niveau lymphocytaire (Galvan et al., 2003 ; Lanvin et
al., 2003 ; Lee et al., 2003 ; Jung et al., 2004). Cependant, la relation entre les neurotrophines
et les voies de signalisation du récepteur Fas reste trés peu documentée et nous avons donc

recherché les interactions fonctionnelles entre les récepteurs Fas et p75° '~ dans la lignée

cellulaire SH-SYSY.

Le niveau d'expression du récepteur p75™ '~ dans les cellules a I'état basal a tout
d'abord été comparé avec celui obtenu apres exposition des cellules a FasL. ou au BDNF, par
Northern-blotting ou par cytométrie en flux. Aucune variation de la quantité des transcrits n'a
pu étre détectée quelle que soit la voie de signalisation activée. De méme, les études par
cytométrie en flux n'ont pas mis en ¢évidence de décalage du pic de fluorescence apres
exposition a FasL ou BDNF. Ces résultats suggérent donc que les relations potentielles

existant entre les récepteurs Fas et p75™ ~

ne dépendent pas des variations de la quantité des
transcrits ou des protéines p75" '~ a la suite de l'activation des différentes voies de

signalisation.

Cependant, les analyses en microscopie confocale de double-marquages réalisés avec

des anticorps anti-Fas et anti-p75~ \

ont montré que l'activation de ces deux récepteurs
conduit a leur polarisation dans la méme zone de la membrane cellulaire. Des études de co-
polarisation et d'immuno-affinité ont alors été réalisées, démontrant la co-polarisation et

l'interaction des récepteurs Fas et p75™'\. Ce phénoméne de co-polarisation des deux
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récepteurs pourrait mettre en jeu la voie des céramides mais pourrait également impliquer la
voie de la caspase-8. En effet, la polarisation du récepteur Fas a déja été observée dans les
cellules Jurkat (Cremesti et al., 2001) ou au niveau de motoneurones humains (Lautrette et al.,
2003). Elle dépend du relargage des céramides (Cremesti et al., 2001), suggérant qu'ils sont
des intermédiaires d'une des voies de signalisation du récepteur Fas. Ils peuvent réguler
l'apoptose et la survie, controler le cycle cellulaire et la différenciation (Ruvolo, 2001) et
surtout augmenter la fluidité membranaire (Venkataraman et Futerman, 2000). Les céramides
endogénes sont générés par hydrolyse de la sphingomyéline par des sphingomyélinases
neutres (N-SMAses) ou des sphingomyélinases acides (A-SMAses; Hannun et Luberto,
2000). Les A-SMAses induisent le relargage des céramides lors des stades précoces suivant
l'activation du récepteur Fas et la relation entre les A-SMAses et l'activation de la caspase-8
semble étre cruciale dans la cascade d'évenements intervenant lors des voies de signalisation
du récepteur Fas (Grassme et al., 2003). Les N-SMAses sont, quant a elles, plus fréquemment
activées lors de la liaison des neurotrophines sur leur récepteur de faible affinité (Dobrowsky
et al., 1994 ; Dobrowsky et Carter, 1998 ; Brann et al., 1999). Enfin, les voies de signalisation
de la caspase-8 et des céramides peuvent agir selon deux voies de signalisation indépendantes
ou de fagon synergique apres leur activation par différents récepteurs (Movsesyan et al.,
2002). Afin d'étudier I'implication de ces deux voies de signalisation sur l'interaction des
récepteurs Fas et p75™' " dans les neuroblastomes, un inhibiteur de la caspase-8 (IC8) et un
inhibiteur des N-SMAses, la MA, qui bloque I'hydrolyse des sphingomy¢lines en céramides et
qui est impliqué dans les voies de signalisation des récepteurs p75™ '~ (Brann et al., 1999) et
Fas (Tepper et al., 2001), ont été testés. Ainsi, l'adjonction de 1'C8 diminue, comme prévu, le
taux d'apoptose induit par FasL mais abaisse également 'apoptose déclenchée en présence de
BDNF. De plus, dans les mémes conditions, la MA inhibe l'effet pro-apoptotique de FasL et
du BDNF. La caspase-8 et les N-SMAses sont donc bien impliquées dans les voies de
signalisation pro-apoptotiques induites par l'activation des récepteurs Fas et p75~ '~ dans la
lignée neuroblastique SH-SY5Y. Cependant, méme s'il est clair que I'induction de la voie des
céramides est en relation avec l'activation du récepteur Fas, I'enzyme a I'origine de I'hydrolyse
des sphingomyélinases en céramides, A-SMAses (Cremesti et al., 2001) ou N-SMAses
(Tepper et al., 2001 ; Cock et al., 1998), reste encore un point de discussion. De toutes fagons,
seul I'C8 abolit l'effet anti-apoptotique de l'activation concomitante de Fas et p75™ ",
suggérant que ce phénomene de survie est médié par l'activation de la caspase-8. Tous ces

NTR . \
serait due a
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I'augmentation de la fluidité membranaire suite au relargage des céramides et que la caspase-8
jouerait un role crucial sur l'effet de survie médi¢ par l'activation concomitante des deux

récepteurs.

L'activation de la caspase-8 suite a l'induction des voies de signalisation des deux
récepteurs aurait donc, dans ce cas, un effet anti-apoptotique plutdot que pro-apoptotique. Ce
phénomene de survie cellulaire associé a l'activation de la caspase-8 a déja été décrit au
niveau de lymphocytes T (Salmena et al., 2003 ; Newton et Strasser, 2003 ; O'Reilly et al.,
2004) et est directement li¢ a la capacité d'association de la caspase-8 avec FADD. En effet, la
mutation de FADD n'inhibe que les voies de prolifération des cellules et pas I'apoptose
(Orlinick et al., 1999). Cette association de la caspase-8 avec FADD permet la formation de
plateformes dans la membrane plasmique qui sont indépendantes des radeaux lipidiques

(O'Reilly et al., 2004).

Le mécanisme associ¢ a l'effet protecteur de I'apoptose par FasL et BDNF n'a pas été
déterminé mais il pourrait étre dii a la formation de complexes de macromolécules dans la
membrane cellulaire composés entre autres de molécules adaptatrices. En effet, le récepteur
Fas interagit avec la molécule adaptatrice FADD (Orlinick et al., 1999) et des études récentes
ont montré que le récepteur p75"' " peut s'associer avec TRADD ("TNF receptor-associated
death domain", El Yazidi-Belkoura et al., 2003). Alors que la fonction de TRADD dans la
signalisation de l'apoptose médiée par TNF-R 1 est encore discutée, il est clair que cette
molécule adaptatrice peut interagir avec FADD et la pro-caspase-8. Elle agit donc comme un
point clé de régulation dans le choix entre la survie ou 1'apoptose des cellules (Micheau et
Tschopp, 2003). Ainsi, I'interaction du récepteur p75™ '~ et de la molécule TRADD, 4 la suite
de la fixation du NGF sur ce récepteur, aboutit a la survie plutot qu'a la mort cellulaire (El
Yazidi-Belkoura et al., 2003). Dans les conditions d'activation du récepteur Fas, I'effet anti-
apoptotique de I'activation du récepteur p75™ ' ® par la fixation du BDNF pourrait donc étre la
conséquence de l'interaction de TRADD et FADD avec la caspase-8 (Figure 77). L'interaction

NTR

du récepteur p75~" " avec TRADD reste cependant controversée et dépend du type cellulaire

et des conditions expérimentales (Nichols et al., 1998).
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Figure 77 : Schéma représentatif de la voie de signalisation activée par la co-stimulation des

récepteurs Fas et p75™ ' ® dans les cellules SH-SY5Y.

En conclusion, dans la lignée neuroblastique SH-SYS5Y, lignée qui n'exprime pas le

récepteur TrkB, les deux récepteurs contenant des domaines de mort, p75~ '~

et Fas, sont co-
localisés au niveau de la membrane cellulaire. Leur activation indépendante, par leur ligand
respectif, BDNF ou FasL, déclenche des cascades de signalisations faisant intervenir la
caspase-8 et les céramides et aboutit a 1'apoptose des cellules. Au contraire, leur activation
simultanée empéche cette apoptose. Cet effet protecteur de I'apoptose est bloqué par un
inhibiteur de la caspase-8, suggérant que la caspase-8 joue un rdle dans la survie des cellules
neuroblastiques plutdt que dans leur mort. Les molécules intervenant lors de leur interaction
pourraient impliquer des protéines adaptatrices qu'il faudra identifier. La connaissance du
fonctionnement de ces mécanismes pourrait permettre de comprendre le phénoméne de
résistance des cellules tumorales a l'apoptose induite par Fas, impliquant une relation possible

avec l'expression et l'activation du récepteur p75™ ' }. Ainsi, la co-expression de ces deux

récepteurs pourrait €tre prise en considération et recherchée dans les tumeurs qui montrent un
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haut degré de résistance aux agents de chimiothérapie qui activent des voies de signalisation

du récepteur Fas.
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II - L'effet pro-apoptotique de FasL est inhibé par le NGF
dans les cellules SH-SYSY et U-87 MG

Les résultats obtenus lors de 1'étude de I'administration concomitante du BDNF et de
FasL étant intéressants pour la compréhension de la résistance des tumeurs a l'apoptose, I'effet
du NGF sur l'apoptose des cellules de la lignée SH-SYSY a ensuite été étudié. De méme,

l'analyse de I'apoptose des cellules U-87 MG en présence de NGF a également été réalisée.

L'expression du récepteur TrkA, récepteur de forte affinité pour le NGF, a tout d'abord
été recherchée par immunofluorescence et cytométrie en flux. Quel que soit le type cellulaire,
I'expression du récepteur TrkA a été détectée, confirmant des études précédentes (Hoehner et
al., 1995, Singer et al., 1999) et montrant que l'effet du NGF est médié par les récepteurs
TrkA.

L'analyse de l'effet du NGF sur l'apoptose des cellules neuroblastiques a alors été
réalisée. Le NGF seul ou associ¢ a FasL diminue l'apoptose des cellules SH-SYS5Y. Ainsi,
comme le BDNF, il aurait un effet protecteur de 1'apoptose induite par FasL. Alors que la
survie des cellules neuroblastiques en présence de NGF a déja été montrée au niveau des
cellules de neuroblastome LANS (Lachyankar et al., 2003), I'effet protecteur du NGF sur

I'apoptose des cellules SH-SY5Y induite par FasL n'avait jamais été observé.

Le role de la caspase-8 et de la voie des céramides sur l'effet protecteur du NGF a
ensuite été étudié. Ainsi, alors que la caspase-8 n'intervient pas dans la voie de signalisation
de la survie induite par le NGF, la MA inhibe totalement la survie cellulaire due a I'action du
NGF seul. Ainsi, comme pour le BDNF, la voie des céramides intervient lors de I'activation
des récepteurs induite par la fixation du NGF. Ces résultats montrent que l'effet protecteur du
NGF seul, indépendamment de toute activation apoptotique, passe par la voie des céramides.
Ce phénoméne est probablement da & I'association des récepteurs TrkA et p75™ ' ~. En effet,
seul le récepteur p75™ " a été montré comme étant capable d'activer la voie des céramides.
Cependant, ces résultats ne sont pas en accord avec une étude précédente montrant que

l'activation des récepteurs TrkA et p75™ ' ® par le NGF induit la voie de PI3-K/PKC et inhibe
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la voie des céramides (Plo et al., 2004) alors que le récepteur p75™ '~ seul, sans expression des

TrkA, en présence de NGF, active la voie des céramides.

La voie de signalisation faisant intervenir les SMAses, au contraire, ne semble pas
impliquée dans I'effet protecteur du NGF sur l'apoptose induite par FasL. D'autres voies de
signalisation, probablement induites par l'interaction du récepteur TrkA avec son ligand,
pourraient néanmoins intervenir lors de l'inhibition de 1'apoptose induite par le récepteur Fas.
Ainsi, la voie des ERK semble étre un bon intermédiaire pour expliquer 1'effet protecteur du
NGF sur l'apoptose médiée par Fas. En effet, la voie des ERK est impliquée dans la
croissance neuritique induite par le récepteur Fas (Desbarats et al., 2003). De méme, la
régénération de neurones sensitifs peut étre induite par l'activation des récepteurs Trk
déclenchant la voie des ERK (Pang et al., 1995). Par conséquent, les voies de signalisation
des récepteurs Fas et Trk pourraient converger par la voie des ERK, expliquant ainsi 1'effet

protecteur du NGF sur l'apoptose induite par 1'activation du récepteur Fas.

L'apoptose des cellules U-87 MG a également ét¢ étudiée afin de comparer les
résultats obtenus lors de l'analyse des deux types cellulaires (U-87 MG vs SH-SY5Y). Dans
ce cas, comme attendu, l'activation du récepteur Fas augmente l'apoptose des cellules U-87
MG. Cependant, seule la voie de la caspase-8 est mise en jeu lors de 'activation du récepteur
Fas. En effet, la MA n'a aucun effet sur le niveau d'apoptose des cellules indiquant que la voie
des cérmides n'est pas mise en cause lors de ce procésus.Ce résultat differe de celui obtenu
pour les cellules neuroblastiques qui mettent en jeu a la fois la voie de la caspase-8 ainsi que

la voie des céramides.

Lorsqu'il est déposé sur les cellules U-87 MG, le NGF diminue 1égeérement 1'apoptose
des cellules. De plus, I'effet de survie du NGF est augmenté lorsque la voie des céramides est

bloquée.

Enfin, l'effet protecteur du NGF sur l'apoptose induite par Fas a encore une fois été
démontré. Comme pour le NGF seul, il fait intervenir la voie des céramides. Il semble donc

que, dans les cellules U-87 MG, seule la voie des céramides intervienne lors de la
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transduction du signal induit par l'association de FasL et du NGF et régule la survie ou la mort

des cellules.

Le NGF diminue donc l'apoptose induite par I'activation du récepteur Fas dans les
deux lignées cellulaires, neuroblastique et gliale. Il existe probablement un équilibre entre
l'effet pro-apoptotique di a l'activation du récepteur Fas et la survie médiée par la présence du
NGF. Cependant, les voies de signalisation qui régulent cet équilibre n'ont pas été clairement
définies. En effet, méme si la voie des céramides semble intervenir, d'autres voies de
signalisation sont vraisemblablement mises en jeu et différent probablement dun type

cellulaire a un autre.

En conclusion, I'ensemble des résultats obtenus sur les deux types cellulaires a la suite

de l'activation des récepteurs p75" '~

et TrkA par les neurotrophines confirme certaines
hypothéses déja émises concernant le fonctionnement des récepteurs aux neurotrophines. En
effet, les voies de signalisation activées varient en fonction des neurotrophines présentes, de
I'expression des récepteurs de forte et faible affinité pour ces neurotrophines et du type
cellulaire. De ce fait, les mécanismes de signalisation cellulaire ne semblent pas extrapolables
d'un type cellulaire a I'autre. L'ensemble des résultats donne un appergu de la complexité des

dispositifs de signalisation cellulaire et nous conforte dans I'idée qu'il est nécessaire d'étudier

l'effet d'un ensemble de ligands et non d'une molécule isolée.
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II1 - LL.a combinaison de FasL, étoposide et dexaméthasone

empéche le développement de tumeurs gliales in vivo

L’ensemble de ces résultats a été soumis a publication dans la revue Clinical Cancer

Research (Voir en Annexe la publication n° 3).

Les gliomes malins humains sont particulierement résistants a des nombreux stimuli
pro-apoptotiques comme la radiothérapie et les molécules cytotoxiques utilisées en
chimiothérapie. Dans cette ¢tude, effectuée chez le rat, nous avons démontré que FasL et
étoposide ont une forte activité anti-tumorale au niveau des cellules U-87 MG, en particulier
lorsqu'ils sont associés a un agent anti-inflammatoire stéroidien comme la dexaméthasone. De
plus, ces deux molécules diminuent l'expansion tumorale, réduisant ainsi les désordres

neurologiques, et améliorent les conditions de survie des rats a 1 mois.

Les cellules U-87 MG ont tout d'abord été analysées avec différents marqueurs de type
cellulaire. Cette lignée de glioblastome humain exprime, comme attendu, la GFAP, le
marqueur des astrocytes (Ito et al., 1989) mais également, et de fagon plus surprenante, CD68,
un marqueur des cellules microgliales. L'expression de ce marqueur a cependant déja été
détectée au niveau de 6 lignées de cellules astrocytaires en culture. CD68 est clairement
présent au niveau d'astrocytes néoplasiques alors que son expression est absente dans des
astrocytes normaux (Leenstra et al., 1995). Toutefois, le récepteur CD68 ne sera pas considéré
comme un marqueur suffisant de la lignée gliale U-87 MG greffée. C’est l'expression du
marqueur HLA, marqueur spécifique des cellules humaines, qui a permis de prouver que les
tumeurs obtenues aprés xénogreffe sont bien la conséquence de la prolifération des cellules U-

87 MG et non de la multiplication de cellules cérébrales des rats.

Ces cellules gliales exprimant le récepteur Fas, quelles que soient les conditions de
culture ainsi que dans les tumeurs développées apres greffe de cellules U-87 MG,
I'implication potentielle de FasL dans une stratégie anti-tumorale a donc été étudiée. Les
effets de FasL (Frankel et al., 2002 ; Robe et al., 2005) et de I'¢toposide (Lavicka et al., 2001)

ayant été determinés de facon distincte dans les glioblastomes, nous avons testé in vitro
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l'action anti-proliférative et pro-apoptotique de la combinaison de ces deux molécules. Ainsi,
il est apparu que FasL seul n'avait pas d'effet pro-apoptotique significatif et augmentait méme
légerement la viabilité des cellules, comme cela avait ¢galement été préalablement constaté
par Shinohara et collaborateurs (2000). A l'inverse, l'association de FasL et de 1'étoposide
avait un effet anti-prolifératif et induisait un effet pro-apoptotique de FasL de facon
synergique et de manieére dose-dépendante. Ainsi, au vu des résultats obtenus in vitro, il
semblait intéressant de tester l'effet anti-tumoral de 1'association de ces deux molécules sur
des tumeurs gliales obtenues apreés xénogreffe des cellules U-87 MG dans des cerveaux de

rats athymiques.

Les cellules U-87 MG ont alors ¢été greffées dans des cerveaux de rats
immunodéprimés, et ont permis d’obtenir rapidement un mode¢le tumoral reproduisant celui
décrit par Ozawa et collaborateurs (2002). Lors de cette étude, les rats xénogreffés mais non
traités ont développé les symptdmes associés a la présence d'une compression intracranienne
(perte de I'équilibre, épistaxis, parésie) et leur décés est survenu avant le 30°™ jour suivant la
greffe des cellules. De plus, une perte de poids ou une diminution de la croissance des rats a

pu étre observée pour tous les rats non traités durant les quinze derniers jours de l'expérience.

Dans ce modele, 1'association de FasL et de I'étoposide a été administrée au moyen
d’un dispositif implantable qui assure une libération continue et prolongée des molécules dans
les cerveaux des rats (FasL a 0,47 ng/h et étoposide a 75 ng/h). Cette administration directe au
contact des cellules tumorales permettait ainsi d'éviter les problémes de mauvaise diffusion
des molécules, inhérents a la barriére hémato-encéphalique et a I'accessibilité intra-tumorale.
Ainsi, l'apparition de symptomes cliniques (déficit neurologique, perte de poids) a été retardée
chez les rats dont le traitement a été¢ délivré convenablement. Ceci a été corrélé a une
diminution significative du développement tumoral par rapport aux rats greffés mais non
traités. Cependant, I’examen macroscopique des cerveaux a montré la présence d'cedéme péri-
tumoral qui pouvait étre la conséquence du développement tumoral (Bruehlmeier et al., 2003)
mais aussi des injections de FasL. En effet, il a déja ét¢ montré que 1’activation du récepteur
Fas pouvait avoir un effet pro-inflammatoire au niveau des glioblastomes (Choi et al., 2001 ;

Choi et al., 2003).

La survenue d’un cedéme cérébral chez des malades atteints de glioblastomes est
constante (Bruehlmeier et al., 2003) et nécessite 1’administration de traitements anti-
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cedémateux. La dexaméthasone, un glucocorticoide de synthése, est couramment associée aux
chimiothérapies afin d'empécher la réponse inflammatoire et I'apparition d'un cedéme due a la
présence de la tumeur. Son action serait liée a la diminution de la perméabilité des capillaires
néoformés et/ou a une augmentation de 1'élimination de 1'eau extra-cellulaire (Sinha et al.,
2004). En raison de la réaction cedémateuse observée dans notre étude lors de la combinaison
FasL/étoposide, nous avons associ¢ la dexaméthasone (Hatam et al., 1982). Apres 15 jours,
aucun des 5 rats traités avec cette triple association, n'a présenté de symptomes ou de déficits
neurologiques, démontrant l'efficacité du traitement et 1'absence d'effets adverses. Une perte
de poids des animaux (- 7,6 % de leur poids initial) a cependant été¢ constatée a la suite du
traitement. Ce phénomene a déja été observé chez des rats traités a la dexaméthasone (Nzang
Nguema et al., 2005). Il serait 1i¢ au fait que les animaux traités ont plus de difficultés a
ajuster la quantité d'aliments a ingérer et diminuent leur consommation de nourriture. De plus,
I'administration chronique de glucocorticoides induit l'atrophie des muscles et la perte de
poids des rats en cours de croissance (Fimbel et al., 1993). Trente jours apres la greffe, aprés
euthanasie, I’analyse macroscopique a montré que la combinaison de FasL, étoposide et
dexaméthasone diminuait de fagon remarquable le développement des tumeurs de cellules
gliales humaines dans les cerveaux des rats, comparé a celui des animaux traités avec FasL et
étoposide. Cette différence significative peut étre expliquée par le fait que la dexaméthasone
peut, en plus de son action anti-cedémateuse, inhiber I'angiogénese de tumeurs solides (Wolff
et al., 1997). En effet, des injections intra-péritonéales de dexaméthasone diminuent la taille et
la densité vasculaire des tumeurs de rats induites par des greffes de cellules C6. Cependant,
méme si cette hypothése est la plus probable, des effets contradictoires sont rapportés avec les
cellules de glioblastome, la dexaméthasone ayant une action soit anti-apoptotique (Das et al.,
2004), soit proliférative (Zibera et al., 1992) ou anti-proliférative (Kaup et al., 2001). L'effet

anti-tumoral de la dexaméthasone n'est donc pas encore clairement défini.

L'action anti-tumorale de 1'association de la dexaméthasone, de FasL et de 1'étoposide
a néanmoins déja été démontrée in vitro sur des cellules RMA de lymphomes murins (Zhu et
al., 2002) ou sur des cellules B (Roue et al., 2001). En effet, dans les lymphomes B,
l'activation de la voie du récepteur Fas n'est pas suffisante pour induire leur apoptose, quel
que soit le nombre de cellules exprimant Fas a leur surface. De méme, les cellules B sont

résistantes a des traitements basés sur l'administration d'étoposide. Au contraire, ces
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lymphocytes B tumoraux, a la suite d'un traitement a la dexaméthasone, peuvent entrer en

apoptose en présence de FasL et d'étoposide.

Les résultats obtenus lors de notre étude ont donc permis de mettre en évidence un
effet anti-tumoral significatif lors de I’administration simultanée de FasL, étoposide et
dexaméthasone. Une disparition complete de la tumeur a été observée chez 1 rat et I’étude
immunocytochimique a permis de vérifier I’absence de cellule tumorale (HLA") dans la zone
greffée comme dans le reste du parenchyme cérébral examiné. Les perspectives cliniques de
cette association de molécules semblent donc prometteuses puisqu'une diminution du
développement tumoral, voire une régression compléte dans 1 cas, ainsi que de la morbidité
des animaux a été constatée. Ce travail pourrait étre complété par 1’étude de différentes

concentrations et durées d’administration.
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IV - Séparation des cellules U-87 MG selon 1a méthode de

fractionnement par couplage flux force (Sd FFF)

L'étude précédente de I'action de FasL, étoposide et dexaméthasone a été réalisée sur
I'ensemble des cellules de la lignée U-87 MG. Or, l'observation de la lignée en culture montre
une forte hétérogénéité des cellules. Isoler les sous-clones de la lignée et les caractériser
pourrait donc permettre de trouver des traitements ciblés contre les cellules les plus

tumorigenes et donc plus efficaces.

L’étude microscopique de la lignée gliale U-87 MG suggere fortement la présence de
différents types morphologiques distincts au sein de cette lignée en culture. En effet, elle est
composée de cellules sphériques, regroupées en amas, et de faible adhérence, et a I’inverse, de
cellules étalées, adhérentes et avec des expansions cellulaires. De plus, I’absence de marquage
avec ’anticorps anti-NF d’une part, et le marquage au niveau de toutes les cellules par I’Ac
anti-GFAP ou CD68 d’autre part, montrent que 1'hétérogénéité de cette lignée n'est pas due a

la présence de différents types cellulaires a l'intérieur des cultures.

Ces différences de morphologie, observées lors de la culture de cellules, ont été
confirmées par SAFFF et cytométrie en flux. Ainsi, de fagon intéressante, les cellules de la
fraction F1, constituée par les cellules étalées et adhérentes, expriment la molécule d’adhésion
N-CAM, alors que trés peu d’entre elles expriment le récepteur Fas, et se divisent assez
rapidement. Au contraire, la population F2, composée des petites cellules faiblement
adhérentes organisées en amas, est constituée de cellules exprimant uniquement le récepteur

Fas et ne proliférant que tres peu.

Ces résultats suggerent que la technique de SAFFF, utilisant un petit canal de tri,
permet de purifier, au sein de la lignée U-87 MG, deux types cellulaires qui présentent des
propriétés distinctes au niveau morphologique, au niveau de I'expression de Fas et N-CAM et
par leur capacité a proliférer. Des résultats similaires ont déja été obtenus aprées tri en SAFFF
des cellules de la lignée SH-SYS5Y (Lautrette et al., 2003). Dans ce cas, I'expression de la N-

CAM était plutot considérée comme un marqueur de différenciation des cellules alors que Fas
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¢tait plutot exprimé au niveau des cellules les plus immatures. L'hétérogénéité d'expression du
récepteur Fas a également été montrée au niveau d'autres cellules comme les cellules B de

patients atteints de leucémie lymphoide chronique B (Roue et al., 2001).

L'expression de la N-CAM au niveau des cellules U-87 MG pourrait plutot étre
associée aux propriétés tumorigénes des cellules. La N-CAM (molécule d'adhésion des
neurones) est une glycoprotéine importante dans 'organisation des cellules embryonnaires du
systtme nerveux central. L'expression de cette molécule est importante pour le
développement local des tumeurs et des métastases (Couldwell et al., 1992). Plusieurs types
de gliomes expriment cette molécule (Kleinschmidt-DeMasters et al., 1999) et elle est en
partie responsable de l'invasion tumorale (Hikawa et al., 2000). Elle semble également li¢e a
la tumorigénicité des cellules gliales et son expression est généralement associée a l'inhibition
de la prolifération des cellules tumorales astrocytaires (Krushel et al., 1998 ; Sasaki et al.,
1998). Cependant, 1'étude réalisée par Tews (2000) a montré que la N-CAM facilite I'invasion
des cellules gliales, suggérant que le blocage de la N-CAM pourrait avoir des effets
bénéfiques sur l'effet invasif des tumeurs et étre ainsi une voie de recherche thérapeutique.
Les résultats obtenus lors de cette étude sont plutot en faveur de I'hypothése de Tews (2000).
En effet, les cellules qui proliferent le plus sont celles qui expriment la N-CAM alors que les

cellules qui expriment Fas proliférent peu.

Les tris réalisés avec une machine équipée d'un canal de grosse taille ont séparé trois
fractions cellulaires possédant des morphologies différentes. Alors que les cellules de la
fraction F2 ont reproduit une culture semblable a celle d’origine, les cellules des fractions F1
et F3 remises en culture sont restées rondes et sans prolongements. Les études réalisées sur les
fractions F1 et F3 (mélange des deux populations ou ajout de milieu de culture de la fraction
F2) ont montré qu'il n'existe pas de coopération cellulaire permettant de reformer une culture
semblable a la culture initiale. Les cellules qui composent les fractions F1 et F3 sont donc
différentes de celles qui composent la fraction F2. Il existerait ainsi plus de deux sous-
populations cellulaires dans la lignée U-87 MG. Cette hypothése a déja été démontrée sur
cette lignée cellulaire (Carson et Pirruccello, 1998). En effet, des clonages par dilution limite
des cellules de la lignée U-87 MG ont permis de mettre en évidence 5 populations cellulaires
qui different par leur taux de prolifération et les antigenes exprimés.
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Des études récentes ont montrées qu'il existe au sein de lignées cellulaires gliales des
cellules souches tumorales multipotentes (Sanai et al., 2005). En effet, il persiste, dans les
lignées cellulaires, comme la lignée gliale C6 (Kondo et al., 2003), ou dans les glioblastomes
multiformes (Yuan et al., 2004), une petite sous population constituée de cellules capables de
se différencier en neurones ou en cellules gliales in vitro et in vivo. Ainsi, la séparation de
cellules U-87 MG par SAFFF permet d'envisager la purification de ces cellules souches
tumorales. Il serait alors possible d'étudier cette sous population cellulaire et de cibler les

molécules thérapeutiques anti-cancéreuses contre celle-ci.

L’ensemble de ces résultats suggere que la lignée gliale U-87 MG est hétérogene et
contiendrait des cellules possédant chacune un potentiel tumorigéne différent. Ces travaux
permettent d’envisager un nouveau type d’étude de la tumorigénicité des cellules. En effet, les
différentes fractions cellulaires pourraient étre triées et greffées dans des cerveaux de rats
immunodéprimés. Il serait ainsi possible de déterminer les propriétés tumorigenes de chaque
sous-clone. Ainsi, la recherche de molécules anti-tumorales pourrait étre ciblée au niveau des

cellules les plus agressives.
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V - Etude de l'expression des récepteurs de TRAIL dans
les lignées cellulaires SH-SYSY et U-87 MG

L'é¢tude de Il'action pro-apoptotique de TRAIL sur les lignées cancéreuses est
intéressante puisque ce ligand n'a en général que peu d'effet sur les cellules saines (Gura, 1997
; Pollack et al., 2001). En effet, alors que les cellules tumorales expriment plus fortement les
récepteurs TRAIL-R1 et TRAIL-R2 (Jaganathan et al., 2002) que les récepteurs TRAIL-R3 et
TRAIL-R4 (Van Noesel et al., 2002) a leur surface, ce sont les récepteurs tronqués qui sont le

plus fortement présents au niveau de cellules saines (Marsters et al., 1999).

L'étude réalisée a mis en évidence la présence des récepteurs membranaires de TRAIL
dans les lignées neuroblastique (SH-SY5Y) et gliale (U-87 MG). L'ensemble de ces données
sera complété par la recherche des transcrits de TRAIL-R4 pour les cellules neuroblastiques et
de I'ensemble des TRAIL-R pour la lignée gliale. L'expression des différents récepteurs devra
¢galement étre confirmée au moyen d'autres anticorps spécifiques des TRAIL-R. Les résultats
obtenus suggérent cependant que les quatre récepteurs de TRAIL sont exprimés par les
cellules SH-SYSY et U-87 MG. Ces résultats se différencient de ceux d'autres études qui ont
montré que TRAIL-R3 et -R4 ne sont pas exprimés par les cellules de la lignée SH-SYSY
(Hopkins-Donaldson et al., 2000) alors que d'autres auteurs n'ont pas pu mettre en évidence
l'expression de TRAIL-R1 et seulement un faible niveau d’expression de TRAIL-R2 (Eggert
et al.,2001 ; Yang et al. 2003). Ainsi, ’absence d’expression de TRAIL-R1 et la faible
expression de TRAIL-R2 pourraient contribuer, entre autre, a la résistante de certaines
lignées neuroblastiques a 1’apoptose induite par TRAIL (Yang et al., 2003). Au niveau
transcriptionnel, seul TRAIL-R1 a pu étre détecté dans la lignée U-87 MG (Rieger et al.,
1998) alors que les protéines TRAIL-R1 et TRAIL-R2 sont exprimées au niveau de ces
cellules gliales (Ciusani et al., 2005 ; Ma et al., 2003).

Dans notre étude, comme dans d’autres travaux (Eggert et al., 2001 ; Yang et al.,
2003), la lignée neuroblastique est résistante a I’apoptose induite par TRAIL. Afin de
comprendre les mécanismes impliqués dans la résistance a I’apoptose induite par TRAIL de
certaines lignées neuroblastiques, la caspase-8 a été étudiée du fait de son réle important dans
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la signalisation apoptotique induite par TRAIL. Ainsi, quelle que soit la concentration de
TRAIL testée, I'IC8 réduit de fagon significative la faible apoptose induite par TRAIL. La
caspase-8 semble donc intervenir dans la voie apoptotique induite par les récepteurs de
TRAIL, contrairement aux résultats apportés par d'autres études (Hopkins-Donaldson et al.,
2000 ; Teitz et al., 2000 ; Eggert et al., 2001). De plus, un inhibiteur général des caspases
diminue de facon significative ’apoptose induite par différentes concentrations de TRAIL
mais est également plus efficace que 1'C8 pour diminuer l'apoptose médiée par TRAIL. Des
caspases autres que la caspase-8 sont donc essentielles dans la voie de signalisation
apoptotique induite par TRAIL dans les cellules neuroblastiques. Il pourrait s'agir notamment
de la caspase-10 qui peut transmettre le signal apoptotique méme en I’absence de la caspase-8
(Kischkel et al., 2001) mais d'autres caspases comme les caspases-9, -7 et -3 peuvent

¢galement intervenir.

Plusieurs hypothéses sont retenues pour expliquer la résistance des cellules
neuroblastiques a I'apoptose induite par TRAIL. L’absence d’expression du récepteur TRAIL-
R1, la faible expression du récepteur TRAIL-R2 et le degré d'expression de la caspase-8
peuvent étre incriminés dans cette résistance a ’apoptose (Yang et al., 2003). D'autres
facteurs, associés a la signalisation cellulaire, peuvent étre impliqués. Il s’agit de la
surexpression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Fulda et al., 2002), de I’activation de facteurs
transcriptionnels comme NF-kB (Degli-Esposti et al., 1997 ; Pan et al., 1997 ; Screaton et al.,
1997 ; Griffith et al., 1998 ; Ehrhardt et al., 2003) ou de la mutation du facteur suppresseur de
tumeur, p53 (Takimoto et El-Deiry, 2000). D’autres facteurs transcriptionnels pourraient
intervenir dans la modulation de la sensibilité a I’apoptose induite par TRAIL. Ainsi, PPAR-y,
un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires PPAR, qui existe sous deux isoformes
vl et y2, pourrait intervenir dans le contrdle de cette signalisation. Alors que PPAR-y2 est
surtout exprimé dans les hépatocytes, PPAR-yl est présent dans la plupart des tissus
(Tontonoz et al., 1994). Bien que tous les génes cibles de ce facteur transcriptionnel ne soient
pas bien identifiés, il semble que PPAR-y joue un réle important dans la régulation du
métabolisme lipidique (Tontonoz et al., 1995) et dans I’inflammation (Chawla et al., 2001).
Par ailleurs, PPAR-y pourrait induire 1’apoptose des macrophages activés par le TNF-a et
I'TFN-y (Chinetti et al.,1998). Les ligands naturels et de synthése du PPAR-y augmentent
I’apoptose induite par TRAIL. Ainsi, la pioglitazone, un ligand de synthese, agoniste de la

PPAR-y (habituellement utilis¢ comme antidiabétique oral) augmente 1’apoptose induite par
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TRAIL des lignées de lymphome T (Goke et al., 2000). L action pro-apoptotique de la PPAR-
vy semble liée au blocage de la prolifération cellulaire et & son antagonisme avec 1’activité
d’autres facteurs transcriptionnels comme Stat ou NF-«B (Ricote et al., 1998). L’arrét de la
progression du cycle cellulaire aprés 1'activation de PPAR-y pourrait étre da a la régulation de
I’expression de kinases dépendantes des cyclines (CDK) inhibitrices de la progression du

cycle cellulaire comme la p18 et la p21.

A l'inverse de la lignée SH-SYSY, les cellules de la lignée U-87 MG sont sensibles a
TRAIL dont I’effet pro-apoptotique est dose-dépendant. Ces données confortent 1’action anti-
tumorale de TRAIL, démontrée in vitro et in vivo. Il pourrait ainsi constituer un agent
thérapeutique important dans le cas des gliomes de haut grade (Pollack et al., 2001). C’est
dans cette optique que 1’'activation de PPAR-y a été étudiée au niveau de la lignée tumorale
U-87 MG (Strakova et al., 2005). Plusieurs ligands de PPAR-y ont un effet cytotoxique sur les

cellules et sont ainsi potentiellement thérapeutiques.

En conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence I’expression probable des
quatre récepteurs membranaires de TRAIL dans les lignées neuroblastique et gliale. La voie
apoptotique induite par TRAIL dans la lignée neuroblastique nécessite la présence de la
caspase-8. L'é¢tude de l'effet de TRAIL sur ces deux lignées est a compléter puisque les

résultats préliminaires obtenus semblent prometteurs.
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VI - Le récepteur p7 est séquestré dans 1'appareil de

Golgi des cellules U-87 MG

Le récepteur p75™ '~

est habituellement détecté au niveau de la membrane plasmique
des cellules. Dans cette étude, nous avons montré que ce récepteur peut étre séquestré dans

l'appareil de Golgi de cellules tumorales gliales (Voir en Annexe la publication n° 4).

NTR

Des analyses en immunofluorescence ont montré que le récepteur p75" ~ est localisé

dans l'appareil de Golgi. Ceci a été montré par double-marquage en immunofluorescence, au

NTR
5

moyen de différents anticorps anti-p75™ '~ (un anticorps monoclonal anti-p7 ou deux

anticorps polyclonaux, reconnaissant spécifiquement les extrémités C- et N-terminales du

récepteur p75™ '~

) et d’un anticorps dirigé contre la mannosidase II, protéine spécifiquement
exprimée au niveau de l'appareil de Golgi. Ceci a été confirmé en traitant les cellules avec de
la BFA et du NDGA, deux toxines qui dégradent l'appareil de Golgi et qui conduisent a une
redistribution diffuse, cytoplasmique des anticorps spécifiques de la mannosidase II et de
p75"™®. Seulement 3 % des cellules U-87 MG expriment le récepteur p75™ '« a la surface de

leur membrane plasmique.

L'analyse par Western-blotting a mis en évidence plusieurs bandes correspondant a
différents poids moléculaires de la protéine p75™ ' ~. Des protéines de 53.4 ; 56,6 et 75 kDa ont
ainsi été détectées. Elles peuvent correspondre a des protéines issues de différents variants
d'épissage, a des différences de modifications post-traductionnelles de la protéine ou a des
produits de dégradation du récepteur. Afin d'identifier chacune des protéines de poids
moléculaire différent, reconnues par les anticorps anti-p75™' ", et de déterminer leur
localisation, Golgienne ou membranaire, il serait nécessaire de réaliser d'autres travaux. En
effet, la séparation des organites cellulaires par centrifugations différentielles permettrait de
déterminer le poids moléculaire des protéines localisées dans l'appareil de Golgi ou dans la
membrane plasmique. De plus, des tests de N- et O- déglycosylation et de déphosphorylation
permettraient d'identifier les différents types de modifications post-traductionnelles réalisées
sur les protéines. Enfin, des réactions de PCR, amplifiées a l'aide d'amorces encadrant

NTR

I'ARNm codant le récepteur p75" ~, permettraient la recherche des variants d'épissage du
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récepteur. Toutefois, les études précédentes de N- et O-déglycosylation du récepteur p75~ '~
(Yeaman et al., 1997) ont montré que la protéine de 53,4 kDa correspond au récepteur p75™ <
dépourvu de N- et O-glycosylation alors que celle de 56,6 kDa n'est pas O-glycosylée. De
plus, la protéine de 75 kDa correspond a sa forme mature et serait localisée au niveau de la
membrane des cellules. Au contraire, les protéines sans O-glycosylation seraient localisées
dans l'appareil de Golgi. En effet, des études ont montré que la O-glycosylation, réalisée dans
l'appareil de Golgi, est une étape cruciale pour que les récepteurs soient exprimés a la surface
des cellules. Elle peut, de plus, réguler l'association du récepteur p75™'~ avec les radeaux
lipidiques (Breuza et al., 2002). Cependant, lors de notre étude, aucune corrélation n'a pu étre

établie entre la localisation du récepteur p75™' %

et celle des radeaux lipidiques. Les
perturbations des modifications post-traductionnelles se répercutent probablement sur la

localisation du récepteur. Il serait a ce niveau intéressant d'étudier la phosphorylation du

NTR NTR
a

récepteur p75" . En effet, elle est impliquée dans la localisation de la protéine p75 u

niveau des radeaux lipidiques (Higuchi et al., 2003).

Le récepteur p75""™" est donc séquestré au niveau de l'appareil de Golgi, probablement
sous forme immature. Ce phénoméne de localisation dans l'appareil de Golgi a déja été
démontré pour d'autres récepteurs. En effet, deux protéines appartenant a la superfamille des
récepteurs au TNF ont été détectées au niveau de l'appareil de Golgi. Ainsi, I'expression du
récepteur Fas est régulée par la séquestration de la protéine dans l'appareil de Golgi des
cellules de lymphome B (Haynes et al., 2002). De méme, la forme de 55 kDa du TNF-R (et
non celle de 75 kDa) est localisée de fagon prédominante dans l'appareil de Golgi de cellules
endothéliales humaines (Bradley et al., 1995). Comme cela a ét¢ démontré pour le récepteur
Fas, la localisation du récepteur p75™'~ dans l'appareil de Golgi pourrait étre un mécanisme
important de régulation de l'expression de surface du récepteur au niveau des cellules gliales.
Ce phénomeéne pourrait avoir un effet direct sur le développement de tumeurs comme les
tumeurs cérébrales. Cette hypothése semble étre confirmée par le fait que l'anticorps anti-
p75"™ n'augmente pas le taux d'apoptose des cellules gliales dans notre étude. Ce résultat
contraste avec d'autres études qui ont montré que ce récepteur est pro-apoptotique pour les
cellules U-87 MG, dans des conditions expérimentales ou l'expression du récepteur est
observée a la membrane (Yamaguchi et al., 1998 ; Bhakar et al., 2003). La séquestration de ce
récepteur pourrait donc permettre aux cellules tumorales d'échapper a 1'apoptose induite par la

. . , NTR . . ,
liaison des neurotrophines sur le récepteur p75" . Ainsi, provoquer l'expression du récepteur
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p75"™® A la surface des cellules tumorales pourrait permettre d'induire leur apoptose.
L'exposition des cellules aux ligands classiques du récepteur p75™ <, le NGF et le BDNF, n'a
pas induit l'expression du récepteur p75™ '~ a la surface des cellules. Ces constatations
rejoignent celles qui ont été faites avec des cellules endothéliales humaines dont I'exposition a
du TNF ne permet pas I'expression membranaire du TNF-R qui reste localisé dans I'appareil
de Golgi (Bradley et al., 1995). La recherche de molécules capables d'induire I'expression du
récepteur p75™ '} & la surface des cellules pourrait étre d'un grand intérét en recherche anti-
tumorale. De plus, 1'effet d'autres ligands de ce récepteur, comme les NT-3 ou -4, pourrait
¢galement étre étudié. Il en est de méme pour l'acide rétinoique car il a été démontré qu'il

NTR
5

induit l'augmentation de 1'expression du récepteur p7 a la surface de cellules cancéreuses

du poumon avec un effet anti-tumoral (Fiorentini et al., 2002).

Comprendre les mécanismes de séquestration du récepteur pro-apoptotique p75~ '~

dans l'appareil de Golgi pourrait permettre de contribuer a la compréhension des phénoménes
de résistance des cellules tumorales a I'apoptose et ainsi orienter vers de nouvelles voies de

recherche de traitements anti-cancéreux.
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Conclusion et perspectives

L'ensemble de cette étude a porté sur I'implication de récepteurs de la superfamille des
TNF-R dans la résistance a l'apoptose de cellules tumorales du systéme nerveux et aux

conditions de sensibilisation a l'apoptose dépendante de l'activation de ces récepteurs.

NTR semblent étroitement liés dans leur localisation et au

Les récepteurs Fas et p75
niveau de leurs effets respectifs sur des cellules de neuroblastome humain. Ce résultat est
important dans la compréhension des mécanismes de résistance a I'apoptose des cellules. En
effet, alors que deux récepteurs peuvent avoir des effets pro-apoptotiques lorsqu'ils sont
activés seuls, leurs effets anti-tumoraux s'annulent quand ils sont co-stimulés. Il est donc
important de considérer que les cellules tumorales, in vivo, sont soumises a plusieurs facteurs
externes dont les facteurs neurotrophiques capables d'agir en synergie ou de manicre
antagoniste dans le développement et/ou la résistance thérapeutique des tumeurs. Ainsi, les
analyses réalisées in vitro concernant un seul récepteur ne sont que partiellement
représentatives du développement tumoral et en limitent ainsi la compréhension. 11 est donc
nécessaire, soit de tester 1'association de plusieurs ligands, soit de déterminer leurs effets sur
des modeles expérimentaux de tumeurs in vivo. Ainsi, selon cette hypothese, il sera important

NTR .
ou d'autres voies de

d'étudier l'interaction du récepteur Fas avec le récepteur p75
signalisation pro-apoptotiques au niveau de tumeurs possédant un haut degré de résistance

aux chimiothérapies.

L'effet de FasL associé¢ a I'étoposide et a la dexaméthasone a donc été étudié¢ non
seulement in vitro mais surtout in vivo, aprés greffe des cellules de glioblastome humain dans
des cerveaux de rats immunodéprimés. La totalité des facteurs endogénes des cerveaux de
rats, qui peuvent agir sur la tumeur greffée, ont alors été pris en compte. En effet, 1'expression
des récepteurs et des facteurs de croissance présents dans les cerveaux de rats, ainsi que leur
concentration respective, sont alors plus proches de celles de la pathologie tumorale humaine.
Les résultats sont de ce fait obtenus dans des conditions reproduisant la physiopathologie des

glioblastomes. L'effet anti-tumoral démontré ici pour FasL, étoposide et dexaméthasone est
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donc particulierement intéressant et permet d'envisager des essais avec d'autres concentrations
et d'autres modalités d'administration thérapeutique et pourrait permettre de développer ce
modele de glioblastome expérimental avec la perspective de l'appliquer & des recherches

cliniques.

L'analyse des cellules triées par SAFFF a mis en évidence une hétérogénéité¢ des
cellules gliales et, potentiellement, des différences dans l'effet tumorigéne des sous-
populations cellulaires. Apres tri des cellules, il sera possible de greffer les différentes
fractions de cellules dans des cerveaux de rats Nude et de déterminer leur capacité a se
développer pour former une tumeur solide in vivo. Ainsi, en connaissant les paramétres de
prolifération et les récepteurs exprimés, il sera possible de cibler les traitements sur les
cellules dont la capacité tumorigene est la plus ¢levée donc sur les cellules a plus fort

potentiel tumoral en pathologie humaine.

Une autre voie de recherche de traitement a ét¢ débutée et concerne l'action de TRAIL.
En effet, il parait important de tester I'effet de TRAIL et de l'expression des récepteurs de
TRAIL, notamment ceux a domaine de mort, sur les lignées cellulaires. Leur réponse
apoptotique est une autre perspective de recherche thérapeutique, tant dans le domaine des
neuroblastomes que des glioblastomes. Il convient actuellement d'étudier in vivo l'effet de
TRAIL sur des modéeles expérimentaux de neuroblastomes et de glioblastomes développés

chez le rat.

Enfin, un dernier parametre intervenant dans la résistance des tumeurs a l'apoptose a
été mis en évidence. Ainsi, alors que la localisation préférentielle dans 1'appareil de Golgi de
deux récepteurs, TNF-R et Fas, avait dé¢ja ét¢ démontrée pour certains types de cellules
tumorales résistantes a l'apoptose, cette étude a montré que le récepteur p75™' < pouvait lui
aussi étre séquestré au niveau de l'appareil de Golgi. Cette séquestration golgienne pourrait
alors empécher l'effet pro-apototique des NT par la voie du récepteur p75" ' ~. Ainsi, la
compréhension des mécanismes sous-jacents a la séquestration du récepteur pro-apoptotique
p75"™ dans l'appareil de Golgi permettrait potentiellement de comprendre une des voies de
résistance des cellules tumorales a l'apoptose et d'orienter vers de nouvelles voies de

traitements anti-cancéreux.
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Abstract

P75 neurotrophin receptor (p75™ %) is a cell surface receptor that can induce apoptosis
in many cell types. This receptor has a major role in central nervous system development and
is still expressed in some adult brain cells. Its implication in cell apoptosis or survival is

NTR
5

probably of major importance in cellular homeostasis and thus p7 could be implicated in

tumour resistance to death. In this report, we investigated the intracellular expression of

5NR in cells from a human glioblastoma cell line. Indeed, detection of p75™'® receptor in

p7
Golgi apparatus by immunofluorescence microscopy could be correlated with a decrease of
cell apoptosis, leading cells to become tumorous. This hypothesis is supported by a loss of
ligand-induced apoptosis in this cell line. These observations show that p75™'™" can be

sequestered in the Golgi complex and could then be, in part, responsible for the cell resistance

to apoptosis and for brain tumour formation.
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