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Résumé en français 
Le récepteur Notch1 est mis en cause dans de nombreux processus biologiques tel que 

la différenciation, le maintien du potentiel de différenciation, la mort cellulaire et même la 

cancérisation. Récemment le récepteur Notch1 a été co-immunoprécipité avec la protéine Nov 

qui appartient à la famille des gènes CCN. Dans un premier temps, nous avons étudié 

l’expression de deux gènes de la famille CCN : CCN1 et CCN3 au cours du développement 

aviaire. Ce modèle présente de nombreux avantages pour l’étude du développement 

notamment l’accessibilité des embryons. Dans ce modèle, nous nous sommes particulièrement 

intéressés à l’épithélium olfactif pour l’étude du récepteur Notch1. Cet organe présente la 

particularité de comporter des cellules nerveuses et d’être capable de se renouveler tout au 

long de la vie suggérant la présence de cellules souches dans cet organe. Des cultures 

primaires d’épithéliums olfactifs d’embryons de poulets ainsi que la caractérisation de ces 

cellules ont été réalisées. Les cellules souches de cet organe ont ensuite été isolées par la 

méthode de fractionnement par couplage flux / force (SdFFF). Le récepteur Notch1 étant 

impliqué dans les processus de différenciation neuronale au cours du développement, nous 

avons étudié le niveau d’expression de ces transcrits au cours de la mise en place de 

l’épithélium olfactif aviaire. Nous avons pu mettre en évidence l’implication du récepteur 

Notch1 au cours de l’ontogenèse de cet organe. Puis le récepteur a été étudié dans un modèle 

tumoral glial : U-87 MG. L’étude in vitro a permis de montrer la présence du récepteur et de 

quatre de ses ligands. Les cellules U-87 MG on ensuite été traitées par différentes molécules 

(FasL, étoposide, déxaméthasone) afin d’induire l’apoptose. Les variations d’expression du 

récepteur Notch1 en fonction des traitements ont été observées. L’utilisation d’un inhibiteur 

des gamma-sécrétases inhibant le clivage S3 du récepteur Notch permet une diminution de 

l’apoptose induite pas FasL dans les cellules U-87 MG. Dans un second temps, un modèle in 

vivo de glioblastome humain a été mis au point dans le laboratoire. Les molécules utilisées in 

vitro ont été testées sur notre modèle de xénogreffes. Les traitements par FasL / étoposide / 

déxaméthasone ont permis une diminution importante de la taille des tumeurs et une 

amélioration des symptômes cliniques. Il semblait pertinent d’étudier la mise en cause du 

récepteur Notch1 au cours de ce phénomène de cancérisation. Il semble qu’une diminution du 

niveau d’expression du récepteur Notch1 soit observée après exposition FasL / étoposide et 

FasL / étoposide / dexaméthasone. 

Mots clefs : Notch1, épithélium olfactif, U-87 MG, étoposide, FasL, déxaméthasone, 
CCN, cultures primaires. 



Abstract 
Notch1 during development and tumorigenesis 

Notch1 receptor participates in several biological processes as cellular differentiation, self 

renewal potential, apoptosis and carcinogenesis. This protein was shown to have physical 

interaction with Nov, a member of the CCN gene family. Avian olfactory epithelium is 

known to have neuronal cell renewal. At first, this potential function was studied using avian 

olfactory primary cell culture and stem cells were purified using SdFFF method. Notch1 

receptor was then studied by in situ hybridization during avian olfactory development in order 

to know Notch1 expression during neuronal cell production. We determined that Notch1 

receptor was implicated during avian olfactory ontogenesis. In a second time, Notch1 receptor 

was studied in a glioblastoma cell line: U-87 MG cells. In order to induce apoptosis in theses 

cells different treatments were tested: FasL, etoposide and dexamethazone. Notch1 expression 

was observed after these different treatments to understand its role during U-87 MG cells 

apoptosis. We determine that Notch1 expression was modified after treatments and that FasL-

induced apoptosis was decreased when Notch1 was inactivated by a gamma-secretase 

inhibitor. Apoptotic molecules were then tested after U-87 MG cell xenografts. An important 

decrease of tumour size was observed after treatments. At the end, Notch1 expression was 

observed in our model. Its expression seemed to be reduced after our treatments in vivo. 
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INTRODUCTION 

Le récepteur Notch, gène précoce du développement, est étudié depuis le début du 

XXième siècle. Son étude a débuté chez la drosophile et s’est poursuivit au fil des années chez 

les mammifères. Ce récepteur agit classiquement en se liant à ses ligands exprimés par les 

cellules voisines. Son implication dans la différenciation neuronale est maintenant clairement 

établie au cours du développement. De plus le récepteur Notch semble impliqué dans le 

maintien de cellules souches au niveau du système nerveux central. De récentes études 

semblent impliquer le récepteur Notch dans les processus de cancérisation. Dans ce cadre, sa 

fonction est très discutée car certains auteurs lui prêtent des fonctions oncogéniques et 

d’autres des fonctions suppresseur de tumeur. Ces propriétés sont en fait liées au type 

cellulaire dans lequel il s’exprime. De plus, de récentes études ont montré qu’il existait une 

interaction physique entre le récepteur Notch et la protéine CCN3. CCN3 appartient à la 

famille des protéines CCN qui compte 6 membres à l’heure actuelle. Cette famille de 

protéines participe à de nombreux processus physiologiques comme la différenciation, la 

prolifération et même la cancérisation. 

Dans ce contexte, nous avons souhaité étudié, dans un premier temps l’implication de 

deux des membres de la famille CCN : CCN1 et CCN3 au cours du développement aviaire. 

Le modèle aviaire offre de nombreux avantages notamment l’accessibilité des embryons. Un 

organe a particulièrement retenu notre attention : l’épithélium olfactif. Cette structure est 

composée de cellules neuronales et non neuronales et possède la capacité d’auto-

renouvellement tout au long de la vie de l’individu. C’est la raison pour laquelle nous nous 

sommes intéressés à sa capacité de renouvellement en isolant ses cellules souches puis à 

l’implication potentielle du récepteur Notch1 au cours de la mise en place de cet organe 

pendant l’embryogenèse. 

Dans un second temps en raison de son implication dans les processus tumorigènes, 

l’étude du récepteur Notch1 et de ses ligands au sein de la lignée tumorale gliale humaine U-

87 MG a été entreprise. Après avoir mis en évidence la présence du récepteur Notch1 et de 4 

de ses ligands nous avons étudié les conditions d’induction de l’apoptose dans ces cellules. 
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Pour cela, nous avons cherché la présence du récepteur de mort Fas. Différentes molécules 

(FasL, étoposide et déxaméthasone) ont été testées sur cette lignée cellulaire. Parallèlement à 

l’induction d’apoptose dans les cellules U-87 MG, l’étude du récepteur Notch1 en fonction de 

ces traitements a été réalisée. L’étude du récepteur révèle des modifications de son expression 

à la suite des traitements par ces différentes molcules. Il pourrait  s’agir de variations du 

niveau de différenciation ainsi qu’à  l’apoptose des cellules U-87 MG. 

Dans la dernière partie de cette étude, des xénogreffes de cellules U-87 MG dans des 

cerveaux de rats nude ont été réalisées afin de déterminer si les traitements pro-apoptotiques 

utilisés in vitro étaient efficaces in vivo. Ces expérimentations nous ont permis d’observer une 

importante diminution de la taille des tumeurs conséquente aux traitements instillés et une 

modification de l’expression du récepteur Notch1 due aux traitements par FasL / étoposide et 

par FasL / étoposide / déxaméthasone. 
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I. SYSTEME NOTCH 

A. Introduction générale. 

La mutation Notch a été découverte chez la drosophile. En comparant des ailes de 

drosophiles sauvages et de drosophiles hétérozygotes, Morgant en 1916, puis Otto Mohr en 

1919 ont découvert que les ailes des femelles mutantes hétérozygotes étaient le siège 

d’encoches (« notch » en anglais) à leurs extrémités (Figure 1) (Morgant et Bridges, 1916 ; 

Mohr, 1919). 

A BA B

 

Figure1 : Phénotypes comparés de drosophiles sauvage (A) et mutante pour le gène Notch 

(B). 

Le phénotype obtenu à gauche correspond à l’expression de l’allèle sauvage de Notch et le 

phénotype de droite correspond à l’expression du gène muté de Notch : Notch + / -. (D’après 

Radtke et Raj. 2003). 

 

Par contre la délétion complète de Notch, obtenue chez la drosophile, est létale dès le 

stade embryonnaire. Elle générait au cours de l’embryogenèse une hypertrophie du système 

nerveux par surproduction de neurones. Cette surproduction neuronale était, chez l’embryon, 

précocement létale (Poulson, 1919 ; Poulson, 1940 ; Campos-Ortega, 1995). Ce gène a alors 

été nommé « gène neurogénique ». 
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En 1985, le gène Notch était cloné et ses récepteurs identifiés chez la drosophile 

(Wharton, 1985). Depuis, de multiples travaux ont permis de documenter la voie de 

signalisation du récepteur Notch dans diverses espèces. Le récepteur et ses ligands semblent à 

la fois ubiquitaires et hautement conservés au cours de l’évolution (Artavanis-Tsakonas et 

al., 1995). 

B. Le récepteur Notch 

Le récepteur Notch est synthétisé sous forme d’un précurseur d’environ 300 kDa 

(selon les espèces), qui est clivé constitutivement dans le Golgi. Ce clivage conduit à la 

formation de deux sous-unités, le domaine extracellulaire et le domaine intracellulaire qui 

restent associés de manière non covalente. L’hétérodimère est adressé à la surface cellulaire 

où il reste inactif, jusqu’à ce qu’il lie un des ligands présents à la surface d’une cellule 

contigüe (Brou et al., 2000 ; Okochi et al., 2002). Le récepteur Notch est alors composé de 

domaines aux fonctions différentes constituant ainsi sa principale forme détectée à la surface 

cellulaire (Figure 2). 

NLS

RAM ANK NCR TADLNREGF-L PEST

Clivage

ECN ICN

NLS

RAM ANK NCR TADLNREGF-L PEST

Clivage

ECN ICN

 

Figure 2 : Schématisation des principaux domaines du récepteur Notch. 

ECN : Domaine extracellulaire de Notch ; ICN : Domaine intracellulaire de Notch ; EGF-

L : séquences Epidermal Growth Facteur-Like répétées ; LNR : séquences LIN12 / NOTCH 

répétées ; NLS : séquences de localisation nucléaire ; ANK : domaine ankyrine répété ; 

NCR : Domaine de réponse aux cytokines ; TAD : domaine d’activation de transcription ; 

PEST: Pro-Glu-Ser-Thr. 
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1. Domaine extracellulaire 

Il possède, en fonction des espèces, un large domaine (extracellulaire) composé de 10 

à 36 séquences EGF-L permettant l’interaction avec le ligand. Les EGF-L permettent la 

formation d’homodimères de Notch qui augmentent la réponse aux ligands (Sakamoto et al., 

2005). Ces séquences inhibent des protéases capables d’activer Notch indépendamment de la 

fixation d’un de ses ligands (Sakamoto et al., 2005). Ces EGF-L sont suivies par des 

séquences répétées LNR ou LNG. Ces dernières semblent jouer un rôle dans la stabilité et la 

conformation du domaine extracellulaire (Heitzler et Simpson, 1993), dans la dimérisation 

du récepteur (Lieber et al., 1993) et dans la régulation négative de l’activité du récepteur en 

l’absence de fixation du ligand. Dans le domaine extracellulaire ainsi constitué figure la partie 

qui régule négativement l’activité du récepteur (Fleming, 1998). Ce domaine constitue le lieu 

de fixation du ligand. Son absence induit une activation constitutive du récepteur (Rebay et 

al., 1993 ; Struhl et al.,1993 ; Lieber et al., 1993). Chez la drosophile, les 11ième et 12ième 

EGF-L sont nécessaires et suffisants pour assurer l’interaction avec les cellules portant le 

ligand (Rebay et al., 1991). Ces séquences sont conservées chez les vertébrés suggérant que 

ces motifs constituent le site privilégié de fixation du ligand. 

2. Domaine intracellulaire 

Le domaine intracellulaire (ICN) constitue la partie active du récepteur. Quelle que 

soit l’espèce, l’ICN possède des séquences ANK ainsi qu’une séquence PEST. Lors de la 

fixation du ligand sur le domaine extracellulaire, le domaine intracellulaire est libéré par 

clivage protéolytique puis transloqué dans le noyau. La séquence PEST semble réguler la 

réponse de Notch en favorisant le renouvellement du domaine transloqué et donc en inhibant 

la transduction du signal (Greenwald, 1998 ; Artavanis-Tsakonas et al., 1999). Le domaine 

intracellulaire est connu pour interagir avec de nombreuses autres molécules, les plus 

importantes d’entre elles appartenant au groupe des facteurs de transcription CSL [CBF1 pour 

les vertébrés, Su(H) pour la drosophile et Lag-1 pour C. elegans (Fortini et Artavanis-

Tsakonas, 1994 ; Tamura et al., 1995 ; Fortini, 2002)]. La fixation de ces facteurs a lieu sur 

le domaine appelé RAM flanqué de deux NLS. Cette fixation semble facilitée par la présence 

des séquences ANK adjacentes. L’interaction entre le domaine intracellulaire et les facteurs 

CSL contrôle la transcription d’éléments clefs de la voie de signalisation de Notch comme les 

gènes E(spl) pour la drosophile et HES-1 pour les mammifères dont les produits inhibent 
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l’expression de gènes de la neurogenèse. Notch1-2 et -3 des mammifères ont également une 

région NCR et un domaine TAD. 

3. Le récepteur Notch et ses paralogues. 

Le récepteur Notch et les processus cellulaires dans lesquels il intervient sont 

fortement conservés au cours de l’évolution. Il existe cependant des variants du récepteur en 

fonction des espèces (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Paralogues du récepteur Notch chez la drosophile et l’homme. 

La drosophile ne possède qu’un seul récepteur Notch : dNotch, alors que les vertébrés 

possèdent 4 récepteurs Notch codés par 4 gènes différents : Notch1-4. (Radtke et Raj, 2003) 

 

Chez la drosophile, un seul gène code le récepteur Notch alors que chez les 

mammifères, il existe 4 récepteurs Notch codés par 4 gènes différents. Notch1 et 2 possèdent 

36 séquences EGF-L alors que Notch3 n’en possède que 24 et Notch4 seulement 29. De 

même, Notch1 présente un important domaine de transactivation (TAD) Notch2 un domaine 

plus petit alors que Notch3 et 4 n’en possèdent pas. 

Drosophile 

Humain 
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C. Les ligands de Notch 

L’activation du récepteur Notch nécessite l’interaction de son domaine extracellulaire 

avec un de ses ligands. Ceux de la drosophile et de C Elegans appartiennent à la famille DSL 

(Delta, Serrate, Lag-2) (Tax et al., 1994 ; Wang et Struhl, 2005). La drosophile exprime 

deux ligands du récepteur Notch : Delta et Serrate. C Elegans en possède 4 : Lag-2, Apx-1, 

Arg-2 et F16B12.2. L’homme quant à lui exprime des ligands regroupés sous le nom de 

familles Delta et Jagged. Ces familles sont composées des ligands Delta-Like1, 3 et 4 et 

Jagged 1 et 2 (Baladron et al., 2005). Les différents domaines constituant ces ligands sont 

représentés dans la Figure 4. 

CR

EGF-LNT DSL

EBD
Membrane

IC

CR

EGF-LNT DSL

EBD
Membrane

IC

 

Figure 4 : Schématisation des domaines des principaux ligands de Notch. 

NT, séquence N-terminale extracellulaire ; DSL, domaine Delta-Serrate-Lag2 ; CR, région 

riche en cystéine ; IC, domaine intracellulaire ; EBD, EGF Binding Domain. 

1. Domaine extracellulaire 

Les ligands de Notch qui ont été découverts jusqu’à présent sont des protéines 

membranaires. La séquence peptidique d’adressage est suivie par la séquence N-terminale 

(NT). Cette séquence semble assez peu conservée au cours de l’évolution. En aval de cette 

séquence se trouve le domaine Delta-Serrate-Lag2 (DSL). Ce domaine constitue la marque de 

tous les ligands de Notch et est nécessaire à l’interaction physique du ligand et de son 

récepteur in vitro (Muskavitch, 1994). Le domaine DSL est composé d’un EGF-L auquel il 

manque un des six résidus cystéine qui le caractérise. Le domaine NT et le motif DSL forment 
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le domaine de fixation au motif EGF (Muskavitch, 1994) nommé EGF Binding Domain 

(EBD). Adjacent à ce motif DSL se trouvent les séquences EGF-L puis le domaine trans-

membranaire TM (Kopezynski et al., 1988 ; Fleming et al., 1990). Il faut noter que certains 

ligands comme Serrate contiennent une région additionnelle riche en cystéines (CR) en aval 

des séquences EGF-L. 

2. Domaine intracellulaire 

Le domaine TM est suivi du domaine intracellulaire (IC) composé de 70 à 215 acides 

aminés selon les espèces. Ce domaine est hautement variable à la fois en taille et en séquence. 

3. Les ligands chez différentes espèces. 

Comme pour les récepteurs, les ligands de Notch sont des protéines bien conservées au 

cours de l’évolution. Il existe cependant plus de ligands pour le récepteur Notch chez les 

mammifères que ceux dénombrés chez la drosophile (2 ligands pour la drosophile, 5 pour les 

mammifères) (Figure 5). 

 

Figure 5 : Paralogues des ligands de Notch chez la drosophile et l’homme. 

(Radtke et Raj, 2003) Delta : Dl ; Serrate :Ser ; Delta-Like1, 3, 4 : DLL1, 3, 4 ; Jagged , 2 : 

JAG1, 2 

Drosophile 

Homme 
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Deux familles de ligands sont distinguées. Les ligands de la famille Delta nommés 

Delta chez la drosophile et Delta-Like chez les mammifères et la famille Serrate ou Jagged 

nommés ainsi respectivement chez la drosophile et chez les mammifères. 

Les deux ligands décrits chez la drosophile sont codés par les gènes Delta et Serrate. 

La partie extracellulaire du ligand Delta contient un motif DSL suivi de 9 motifs de type 

EGF-L. Le ligand appelé Serrate possède un domaine extracellulaire composé d’un domaine 

DSL et de 14 motifs de type EGF ainsi qu’une région CR. Les séquences 5’ et 3’ terminales 

des gènes de la famille Delta et Serrate sont moins conservées mais toutes deux contiennent 

un domaine CR dans la partie N terminale, probablement impliqué dans la spécificité des 

liaisons ligand / récepteur. 

Chez les mammifères, 3 variants du gène Delta ont été décrits, les Delta-like 1, 3 et 4 

(Dll1, Dll3 et Dll4), qui contiennent chacun un domaine DSL et 8, 6 et 8 domaines de type 

EGF-L respectivement. Il existe un quatrième ligand pour Notch chez les mammifères, 

structurellement proche des gènes de la famille Delta, appelé PREF1 ou DELTA LIKE (Dlk) 

(Baladron et al., 2005). Les autres ligands connus chez les mammifères sont appelés Jagged1 

et Jagged2 (Fleming, 1998 ; Lissemore et Starmer, 1999). Ce sont également des protéines 

transmembranaires. Leur fragment extracellulaire est composé d’un domaine DSL et de 16 

motifs de type EGF (Figure 5). De nouveaux ligands de NOTCH ont été décrits, tels que la 

F3 / CONTACTINE et la NB3 qui activent la voie Notch et jouent un rôle dans la 

différenciation des oligodendrocytes (Hu et al., 2003 ; Cui et al., 2004). Cette multiplication 

des gènes a pour corollaire une augmentation de la complexité de la fonction Notch, de telle 

sorte qu’à l’heure actuelle, ses modes de fonctionnement restent mal connus. 

Cependant des modes d’actions du récepteur et de ces ligands ont déjà été mis en 

évidence. 

D. Les modes d’action de Notch 

La nature pléïotropique de Notch et son rôle primordial au cours du développement et 

de la différenciation cellulaire ont été démontrés par de nombreuses études et pour de 

nombreux systèmes cellulaires (Système Nerveux Central (SNC), système immunitaire). 
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Notch peut à la fois inhiber ou retarder la différenciation cellulaire, ré-orienter une cellule 

différenciée, ou agir dans les processus de prolifération et d’apoptose (Sjölund et al., 2005 ; 

Rehman et Wang, 2006). Notch peut de ce fait agir sur le devenir cellulaire grâce à ses 

ligands qui peuvent activer des voies de signalisation différentes. Trois mécanismes 

d’activation de la voie Notch ont été décrits : (1) signalisation par division asymétrique 

observée chez la drosophile (2) signalisation bidirectionnelle par inhibition latérale, appelée 

mode permissif ; (3) signalisation unidirectionnelle, connue sous le terme de mode inductif. 

Ces deux derniers mécanismes sont observés à la fois chez la drosophile et chez les 

mammifères. 

1. Signalisation au cours de la division cellulaire asymétrique 

L’implication du récepteur Notch au cours d’une division asymétrique (Figure 6) est 

retrouvée chez la drosophile. En effet, ce type de signalisation a lieu au sein d’une cellule 

possédant un gradient de concentration en facteur de transcription très souvent retrouvé au 

cours du développement chez la drosophile. L’inhibiteur de Notch, Numb, va se concentrer 

dans une partie du cytoplasme de la cellule mère. Lors de la division cellulaire, Numb n’est 

plus retrouvé que dans l’une des deux cellules filles. Ce facteur inhibera l’expression du 

récepteur au sein de cette cellule qui deviendra une cellule émettrice exprimant fortement le 

ligand (Roegiers et Jan, 2004). 
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-
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Figure 6 : Représentation d’une division asymétrique. 

Une cellule unique possédant un gradient de facteur de transcription, ici Numb, entraine une 

division asymétrique de la cellule donnant naissance à deux cellules distinctes  (-) inhibition 

de la synthèse du récepteur. (D’après Kimble et Simpson, 1997) 

 

2. Inhibition latérale 

L’inhibition latérale (Wigglesworth, 1940) est le mécanisme d’action de la voie Notch 

le plus étudié. Il s’exerce au sein d’un groupe de cellules qui, au départ, ont le même potentiel 

de différenciation. Ce mécanisme a été initialement étudié chez la drosophile (Heitzler et 

Simpson, 1991 ; Artavanis-Tsakonas, 1995 ; Artavanis-Tsakonas et al., 1999). 

Les cellules voisines expriment sur leur membrane plasmique le ligand et le récepteur 

dans les mêmes proportions. Le processus de différenciation cellulaire par inhibition latérale 

s’enclenche dès que s’établit le premier contact ligand / récepteur entre deux cellules. La 
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cellule recevant la stimulation (cellule réceptrice) par le ligand va produire de plus en plus de 

récepteurs et inhiber la synthèse de récepteurs sur la cellule voisine (cellule émettrice). 

Parallèlement, la cellule émettrice va augmenter sa synthèse de ligand et subir l’inhibition de 

la synthèse de récepteur. Ce déséquilibre de production ligand / récepteur génère une boucle 

d’amplification aboutissant à l’émergence de deux cellules différentes, une cellule exprimant 

fortement le récepteur, la cellule réceptrice, et l’autre exprimant fortement le ligand, la cellule 

émettrice. Ce mécanisme est illustré au cours de la différenciation neuronale (Figure 7). Au 

cours de ce processus, la cellule émettrice va inhiber la différenciation cellulaire de la cellule 

réceptrice. 

+

-+
-

Ligand Récepteur

Cellule émettrice Cellule réceptrice

+

-+
-

Cellule émettrice Cellule réceptrice

Absence de ligand 
entrainant l’absence de 
signal

Inhibition latérale

+

-+
-

Ligand Récepteur

Cellule émettrice Cellule réceptrice

+

-+
-

Cellule émettrice Cellule réceptrice

Absence de ligand 
entrainant l’absence de 
signal

Inhibition latérale  

Figure 7 : Illustration d’inhibition latérale. 

Des cellules issues d’un même cluster possèdent à la fois le récepteur et le ligand. Les deux 

cellules détiennent donc le même potentiel de différenciation. Elles subissent ensuite à la fois 

une boucle d’amplification et d’inhibition.+ :augmentation de synthèse. - : diminution de 

synthèse. (D’après Kimble et Simpson, 1997) 
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3. Mode inductif 

Dans la signalisation par induction (Figure 8), les cellules voisines ne sont pas 

équivalentes et n’expriment pas les mêmes molécules. L’une va exprimer fortement le 

récepteur et l’autre le ligand. Il existe donc deux populations cellulaires différentes. Ces deux 

populations ont des voies de différenciation différentes. Notch agit via des signaux 

unidirectionnels entre deux cellules. 

Cellule émettrice Cellule réceptrice

Ligand Récepteur

Cellule émettrice Cellule réceptriceCellule émettrice Cellule réceptrice

Ligand Récepteur

 

Figure 8 : Illustration du mode inductif médié par la voie de Notch. 

Les deux cellules voisines ne possèdent pas le même potentiel de différenciation dès le départ. 

L’une possède uniquement le récepteur Notch et l’autre uniquement le ligand. (D’après 

Kimble et Simpson, 1997) 

 

L’activation du récepteur Notch, au cours de ces différents modes d’action, aboutit à 

l’expression de différents gènes impliqués dans des processus physiologiques. 

E. Activation du récepteur Notch et transduction du signal 

Après fixation d’un ligand de Notch sur le récepteur, la transduction du signal qui est 

mise en place est différente chez la drosophile et chez les mammifères. 

1. Chez la drosophile 

Le mécanisme d’action le mieux connu pour Notch a été étudié chez la drosophile et il 

met en cause Notch et son ligand Delta. Il semblerait cependant que ce schéma d’activation 

soit applicable aux vertébrés (Figure 9). 
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Figure 9 : Interaction Notch / Delta dans le processus d’inhibition latérale chez la 

drosophile. 

 

Lors du processus d’inhibition latérale, les signaux d’inhibition sont échangés à 

l’intérieur d’un cluster pro-neural. Le signal médié par Notch entraîne l’inhibition de la 

différenciation de la cellule portant le récepteur Notch. Après fixation du ligand sur le 

récepteur, il y a libération du domaine intracellulaire de Notch sous l’action de 

métalloprotéases. Ce domaine va alors agir comme régulateur transcriptionnel (Jarriault et 

al., 1995 ; Kopan et al., 1996) en migrant dans le noyau où il se fixe sur les produits des 

gènes Su(H) chez la drosophile. Ceci va entraîner l’activation transcriptionnelle de gènes 

codant des antagonistes de la différenciation neuronale tel que E(spl) qui inhibe l’activation 

de gènes neurogéniques. Dans la cellule contigüe, l’absence de signal médié par Delta lève 

l’inhibition de la transcription de gènes neurogéniques. L’expression de Groucho permet 

l’expression de gènes pro-neuronaux comme Achaete-Scute entrainant ainsi la cellule vers un 

devenir neuronal. 

La différenciation des cellules n’est pas simplement due à la liaison de Notch et Delta 

puisqu’une même cellule peut à la fois exprimer Notch et Delta. C’est en fait les proportions 

relatives de récepteur et de ligand à la surface d’une cellule et les interactions avec les cellules 

voisines qui déterminent l’arrêt ou la poursuite de la différenciation. Le niveau d’activation de 

Notch dépend de la quantité de ligands exprimés par les cellules adjacentes pouvant conduire 



16 

à un effet amplificateur du signal issu du récepteur. Cet effet amplificateur réside dans le fait 

que l’activation de Notch conduit à une diminution de l’expression de Delta et donc, diminue 

le pouvoir inhibiteur de la cellule ayant le récepteur Notch activé. 

2. Chez les mammifères 
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Figure 10 : transduction du signal lors de la fixation du ligand sur Notch chez les 

mammifères. 

(D’après Lasky et Wu, 2005). 

 

Avant son adressage à la membrane plasmique, le récepteur Notch est clivé une 

première fois dans l’appareil de Golgi, au niveau du domaine extracellulaire par une furine 

(S1) (Blaumueller et Artavanis-Tsakonas, 1997 ; Logeat et al., 1998 ; Guidos, 2002) 

(Figure 10). Les deux sous-unités sont alors liées sous forme d’hétérodimère de manière non 
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covalente et calcium dépendante (Annaert et De Strooper, 1999). Lorsque le récepteur 

atteint la surface cellulaire et qu’il entre en interaction avec son ligand, un second clivage (S2) 

est induit dans la partie extracellulaire du récepteur. Ceci a lieu grâce à une enzyme de type 

métalloprotéase, membre de la famille ADAM, la protéase TACE (Brou et al., 2000 ; 

Okochi et al., 2002). Un dernier clivage intervient cette fois-ci au niveau du domaine 

intracellulaire du récepteur (S3) par l’intervention du complexe γ-sécrétase-préséniline 

(Fortini, 2001 ; De Stropper, 2003). Ceci permet le relargage du domaine intracellulaire de 

Notch (ICN) dans la cellule. Grâce aux séquences NLS qu’il exprime, ce domaine va 

atteindre le noyau dans lequel il sera transloqué. ICN déplace le corépresseur (CoR) ce qui lui 

permet de s’associer aux facteurs de transcription comme CSL (C promoter binding factor-

Suppressor of hairless-Lag1 transcription factor) (Fortini, 2002). Ce complexe régule des 

gènes codant des protéines HLH (helix-loop-helix proteins). Le complexe ainsi formé recrute 

la co-enzyme A (CoA) et ceci permet de réguler l’expression de gènes cibles de la famille 

HES (Hairy-Enhancer of Split) (Figure 10). Ce mécanisme par rétrocontrôle empêche 

l’expression des gènes Ngn (neurogénine) et MASH (non montré sur la figure) (Rehman et 

Wang, 2006).  

F. Régulation de la voie de signalisation de Notch. 

1. Les modulateurs de la voie de Notch chez la drosophile 

Comme tous les signaux intracellulaires induits par un récepteur, la distribution 

restreinte du ligand constitue la régulation première de l’activation du récepteur. Les deux 

ligands connus chez la drosophile, Delta et Serrate, sont généralement considérés comme des 

agonistes de Notch mais peuvent cependant inhiber l’activation de ce dernier. Le mécanisme 

de cet antagonisme reste encore inconnu. De plus, il existe de nombreuses molécules qui 

peuvent influencer la voie de signalisation de Notch (Panin et Irvine, 1998) (Figure 11). 

Dans la plupart des cas, ces modulateurs ont été identifiés chez la drosophile mais il est 

important de noter qu’il existe des homologies entre la plupart de ces modulateurs et ceux 

trouvés chez d’autres organismes. De nombreux modulateurs ont été identifiés mais leurs 

mécanismes d’action ne sont pas encore complètement élucidés. 
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Figure 11 : Les modulateurs du récepteur Notch chez la drosophile. 

a) Modulateurs extracellulaires 

De nombreuses molécules ont été identifiées comme modulant l’activité de Notch de 

façon extracellulaire. Ces molécules influencent l’affinité de Notch pour ses ligands. Par 

exemple, le gène fringe code une glycoprotéine qui modulerait négativement l’activation de 

Notch par modifications enzymatiques du récepteur au niveau des séquences ELR (Panin et 

al., 1997 ; Haltiwanger, 2002). D’autres protéines comme brainiac et egghead semblent 

influencer la production de ligands pour Notch voire même joueraient le rôle de ligand pour le 

récepteur mais n’activeraient pas la voie de transduction du signal. La protéine scabrous 

découverte par Baker et son équipe en 1990, agit également négativement sur l’activation de 

Notch (Baker et al., 1990 ; Lee EC et al., 2000). 

b) Modulateurs transmembranaires 

La protéine « big brain » semble colocalisée avec Notch et Delta in vivo (Doherty et 

al., 1997) et pourrait agir comme régulateur positif de la voie de signalisation de Notch. 
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c) Modulateurs cytoplasmiques 

Ces effecteurs agissent en aval de la fixation du ligand sur le récepteur Notch et en 

amont de la translocation du domaine intracellulaire du récepteur. Deux gènes, numb et 

sanpodo, ont été identifiés comme modulant de la voie d’activation de Notch lors des 

divisions cellulaires asymétriques dans le système nerveux (Spana et Doe, 1996 ; Skeath et 

Doe, 1998). A ce niveau, numb constitue un antagoniste de Notch. Ce gène code une protéine 

cytoplasmique associée à la membrane. Elle va se lier au domaine intracellulaire de Notch et 

va inhiber la transduction du signal par interaction protéique directe. Il semble que l’action de 

sanpodo se situe en aval de celle de numb mais son rôle dans la modulation de la voie de 

signalisation de Notch n’est pas encore connu (Schweisguth, 2004). Les protéines abl et 

disabled, quant à elles, peuvent interagir avec le domaine RAM23 de Notch et modifier la 

transduction du signal. La protéine disabled est mise en cause dans les phénomènes de 

guidage axonal et agirait positivement sur la voie de signalisation de Notch (Giniger, 1998). 

Deltex est une autre protéine qui régule positivement l’activité de Notch en se fixant aux 

séquences ankyrines du récepteur (Diederich et al., 1994 ; Kanwar et Fortini, 2004). 

d) Modulateurs nucléaires 

La protéine Hairless est capable d’inhiber la transduction du signal liée à la 

translocation du domaine intracellulaire en se liant directement à la protéine Su(H), inhibant 

ainsi son activité transcriptionnelle (Brou et al., 1994 ; Lai, 2002). D’autres protéines telles 

que emb5 et strawberry Notch sont également mises en cause dans la voie de signalisation de 

Notch mais semblent être des acteurs régulant positivement cette voie. 

2. Modulation chez les vertébrés 

a) Glycosylation 

La modulation de la signalisation médiée par le récepteur Notch suite aux 

modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation ou encore la fucosylation 

semblent assez évidentes. En effet, l’ajout de sucres quels qu’ils soient entraine des 

modifications dans la structure tridimensionnelle du récepteur et donc modifie les interactions 

possibles avec les ligands. La fucosylation des motifs répétés EGF du récepteur Notch permet 

une augmentation de l’affinité de ce dernier pour les ligands de la famille DSL (Haines et 
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Irvine, 2003). De la même manière, la glycosylation des séquences répétées EGF du 

récepteur Notch va potentialiser l’interaction Notch / Delta-Like1 et permettre la signalisation 

mais également inhiber la signalisation médiée par la liaison Notch / Jagged1 (Hicks et al., 

2000). 

b) Modulation par endocytose / protéolyse. 

La voie de signalisation induite par l’activation du récepteur Notch est affectée par le 

phénomène d’endocytose de différentes manières. Les phénomènes d’endocytoses 

augmentent l’activation du récepteur Notch sur la cellule voisine. Plusieurs hypothèses, 

illustrées dans la Figure 12, sont émises pour expliquer ces phénomènes. i) La fixation du 

ligand sur le récepteur Notch et le début de l’endocytose entraineraient une traction sur ce 

dernier, ce qui faciliterait le clivage S2 par la métalloprotéase (Figure 12A). ii) 

L’internalisation des ligands par des endosomes et leurs interactions avec des cofacteurs ou 

des modificateurs permettraient de rendre ces ligands plus actifs lors de leur retour à la 

membrane (Figure 12B) ; iii) Les ligands sont internalisés dans des corps multivésiculaires 

(MVB) où se forment des clusters de ligands qui seront relargués à la membrane par des 

exosomes pour activer les récepteurs des cellules voisines (Figure 12C). Les ligands liés aux 

domaines extracellulaires des récepteurs sont internalisés puis recyclés à la membrane alors 

que les domaines extracellulaires des récepteurs sont quant à eux pris en charge dans un 

lysosome où ils seront dégradés (Le Borgne, 2006). 
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Figure 12 : Modèles du rôle de l’endocytose pour Delta. 

A: L’endocytose de Delta facilite le clivage S2 par une métalloprotéase. B–D: l’endocytose de 

Delta ainsi que le recyclage de ce ligand rendent son interaction avec Notch plus efficace. B: 

Le recyclage de Delta depuis la membrane plasmique permet la formation de vésicules 

contenant des clusters de Delta associés à des co-facteurs (jaunes sur le dessin) ou des 

modificateurs (astérisques rouges sur le dessin) permettant d’augmenter l’affinité de Delta 

avec le récepteur. Ces vésicules peuvent être à leur tour ramenées à la membrane pour 

activer massivement le récepteur Notch. C: Après l’endocytose, Delta est internalisé dans des 

corps multivésiculaires (MVBs) où se créent des clusters de Delta qui sont par la suite 

relargués via des exosomes à la membrane. D: Le recyclage de Delta. Après l’endocytose, le 

complexe Delta-NECD se dissocie et les ligands retournent à la membrane via les endosomes 

pour de nouveau activer les récepteurs Notch. NECD vont alors transiter dans la cellule via 

des endosomes et éventuellement subir une dégradation dans les lysosomes. (D’après Chitnis, 

2006) 

G. Notch et considérations évolutives 

Notch est un récepteur hautement conservé au cours de l’évolution. Le tableau ci-

dessous récapitule de manière non exhaustive les différents paralogues de Notch et des 

composantes de sa voie de signalisation chez trois espèces chez lesquelles ce récepteur est 

étudié. 
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Tableau 1 : Othologues des récepteurs, ligands et effecteurs de la voie de Notch. 

(D’après Lai, 2004 ; Haines et Irvine, 2003). 

 

H. Notch et développement 

La mise en cause de Notch au cours du développement est particulièrement étudiée 

chez la drosophile. L’interaction Notch / Delta joue un rôle essentiel lors des processus de 

segmentation chez la drosophile (Mishra et al., 2001) et lors de l’inhibition de la neurogenèse 

au sein de clusters proneuronaux par inhibition latérale (Lai, 2004). Ce gène précoce du 

développement fait l’objet de nouvelles études au cours du développement dans d’autres 

modèles comme le modèle aviaire, largement utilisé en biologie du développement. Il semble 

que les gènes Notch1, 2, Delta1 et Serrate1 et 2 soient exprimés dès la formation du 

blastodisque, lors de la gastrulation chez les embryons de poulet. (Caprioli et al., 2002). Le 

récepteur Notch participe également, dans cet organisme, à la mise en place de la crête 

neurale par un mécanisme d’induction. Les cellules épidermales adjacentes à la crête neurale 

en formation expriment Notch et Delta ce qui induit, au niveau de la crête neurale, 

l’expression du gène Slug (marqueur de la crête neurale), nécessaire à la formation de cette 
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dernière (Cornell et Eisen, 2005). D’autre part, Serrate a été mis en évidence chez le poulet 

en 1996 par Lewis et son équipe (Lewis, 1996 ; Myat et al., 1996). Ils ont démontré que ce 

ligand était exprimé dans différentes structures telles que système nerveux central, le système 

vasculaire ou encore le mésenchyme des bourgeons des membres. Cette expression est 

corrélée avec l’expression du récepteur Notch ainsi que de Delta. Ces trois gènes sont 

également exprimés au niveau du cortex et de la moelle épinière lors de la mise en place des 

premiers neurones. Serrate permet également une organisation dorso-ventrale au cours de la 

formation du tube neural. Ce ligand, ainsi que Delta, sont exprimés pendant le développement 

des muscles squelettiques chez le poulet. Dans ce cadre, ils jouent un rôle au cours de la 

différenciation des cellules musculaires (Vargesson et al., 1998). Jagged, l’homologue de 

Serrate chez les mammifères, permet in vitro le maintien de cellules souches 

hématopoïétiques dans un état indifférencié lorsqu’il est en présence (Jones et al., 1998 ; 

Varnum-Finney et al., 1998 ; Li et al., 1998). 

L’interaction de Notch et de ses ligands est régulée notamment par une glycoprotéine 

nommée Lunatic Fringe chez les vertébrés. Une expression ectopique de cette glycoprotéine 

conduit à une diminution de l’expression de Serrate au cours du développement du tube 

neural chez l’embryon de poulet (Sakamoto et al., 1998). Les interactions entre le récepteur 

et les ligands ainsi que leurs implications au cours de différents processus physiologiques ont 

été étudiés. Les ligands peuvent, par exemple, réguler négativement l’expression du récepteur 

au sein d’une même cellule (Katsube et Sakamoto, 2005). 

Ce gène précoce du développement, ainsi que ses ligands, sont donc intimement liés 

au développement du système nerveux et à la ségrégation entre les cellules neuronales et les 

cellules non neuronales. 

I. Notch et SNC 

Le récepteur Notch est mis en cause dans la mise en place du SNC ainsi que dans le 

maintien de ce dernier. En effet, des expériences ont permis de démontrer le rôle de Notch 

lors du processus de myélinisation. Chez des souris mutantes ayant un déficit en récepteur 

Notch1, une augmentation du phénomène de myélinisation au niveau des axones du SNC peut 

être observée. (Givogri et al., 2002). Notch1 a également été détecté par hybridation in situ à 

la fois dans la zone subventriculaire, dans le gyrus denté ainsi qu’au niveau du courant rostral 
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chez des souris âgées de 4 jours. Ces zones sont connues pour contenir des cellules souches 

neuronales. La distribution du récepteur Notch1 et de ses ligands dans ces structures en post-

natal suggère un rôle de Notch1 dans le maintien du pool de cellules souches et de la 

différenciation neuronale après la naissance (Stump et al., 2002). 

L’activation de Notch ne maintien pas les cellules souches dans un état indifférencié et 

ne promeut pas leur autorenouvellement. Une activation même brève du récepteur est 

suffisante pour entrainer une perte du potentiel neurogénique accompagnée d’une accélération 

de la différenciation gliale. Ceci suggère que les cellules neuroblastiques qui expriment les 

ligands de Notch peuvent agirent positivement sur la différenciation gliale de leurs cellules 

souches voisines. (Figure 13) (Morrison et al., 2000 ; Lundkvist et Lendahl, 2001). 

 

Figure 13 : Les effets de la Neurogénine et de Notch sur des précurseurs neuronaux 

permettent la différenciation astrocytaire ou neuronale. 

L’activité des domaines intracellulaires de Notch1 et Notch3 entraine les cellules vers un 

devenir glial. Au contraire la Neurogénine va à la fois promouvoir une différenciation 

neuronale et empêcher une différenciation gliale. (D’après Lundkvist et Lendahl, 2001) 

 

D’autre part, Gaiano et son équipe ont introduit, grâce à un virus, le domaine 

intracellulaire de Notch (actif) dans le cortex de souris, avant le début de la neurogenèse. Les 

cellules infectées deviennent alors des cellules de la glie radiaire. En post-natal, de 
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nombreuses cellules infectées deviennent des astrocytes périventriculaires. Tout ceci tend à 

prouver que Notch promeut la différenciation de la glie radiaire lors de l’embryogenèse mais 

également qu’il y aurait une filiation entre ces cellules de la glie radiaire et les cellules dites 

souches dans le système nerveux chez l’adulte (Gaiano et al., 2000 ; Yoon et Gaiano, 2005). 

J. Notch et cancers 

Le récepteur Notch participe à des processus fondamentaux de différenciation 

cellulaire. Ce rôle clef dans la physiologie cellulaire sous-tend l’idée qu’un disfonctionnement 

dans la voie de signalisation peut avoir des conséquences dramatiques pour la cellule 

(Allenspach et al., 2002). Ainsi, des mutations peuvent conduire à des phénomènes de 

cancérisation. La première mise en cause de Notch dans les phénomènes de cancérisation a eu 

lieu en 1991 par Ellisen et son équipe. (Ellisen et al., 1991) Ils montrèrent qu’il existait une 

translocation chromosomique récurrente (t (7 ;9)) concernant le gène Notch dans une partie de 

la population leucémique lymphoblastique aigüe (T-All). Cette translocation chromosomique 

entraine une augmentation de synthèse du domaine actif de Notch et donc une amplification 

de la voie de la signalisation qui en découle (Aster et al., 1997). 

Depuis cette découverte, de nombreuses aberrations dans la voie de signalisation de 

Notch ont été décrites comme pouvant être liées à des processus de cancérisation. C’est le cas 

par exemple dans le cancer du poumon (Sriuranpong et al., 2002), les cancer de la peau 

(Thelu et al., 2002 ; Massi et al., 2006), les cancers du col de l’utérus (Zagouras et al., 

1995 ; Talora et al., 2002), le cancer du sein (Stylianou et al., 2006 ) et également dans les 

neuroblastomes (Pahlman et al., 2004). 

Cependant, le récepteur Notch est à la fois associé à certains phénomènes de 

cancérisation mais on lui octroie également un effet suppresseur de tumeurs. Son rôle semble 

intimement lié au type cellulaire observé (Radtke et Raj, 2003). 

Le récepteur Notch, ainsi que la voie de signalisation qui découle de son activation, 

sont intimement liés aux phénomènes de différenciation neuronale et gliale. Dans ce contexte, 

une expression aberrante du récepteur peut entrainer une prolifération anarchique de cellules 

gliales par exemple. Il semblerait que ce soit le cas dans le phénomène du glioblastome ou du 

moins que cette pathologie soit liée à des modifications du niveau d’expression de Notch 
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(Purow et al., 2005). Les modifications de l’expression de Notch ont été observées dans 

différentes lignées de glioblastomes mais il n’est pas clair pour le moment que ces 

modifications entrainent la cancérisation. En revanche, Notch1 et Delta sont surexprimés dans 

de nombreux glioblastomes et la diminution artificielle de l’expression de ces deux protéines 

entraine une apoptose massive et une diminution de la prolifération dans des lignées 

glioblastiques (Purow et al., 2005). Ce pendant, il existe des exceptions ; dans certaines 

lignées de haut grade comme la lignée U-87 MG, le récepteur Notch ainsi que ses ligands 

semblent très faiblement exprimés (Purow et al., 2005). Ces récentes découvertes laissent des 

interrogations sur le rôle que peuvent jouer Notch et ses effecteurs dans les lignées 

cancéreuses. Notch pourrait être considéré à la fois comme suppresseur de tumeur et comme 

oncogène (Leong et Karsan, 2006). 

 

Notch semble donc jouer un rôle complexe dans certaines pathologies cancéreuses. 

Récemment, chez le poulet, ce récepteur a été co-immunoprécipité avec une protéine sécrétée 

appelée Nov (CCN3) (Sakamoto et al., 2002). Cette protéine sécrétée est associée comme le 

récepteur Notch à des phénomènes de cancérisation (Joliot et al., 1992). CCN3 appartient à 

une famille de protéines appelée CCN. Le récepteur Notch se lie à CCN3 par l’intermédiaire 

de ses séquences EGF répétées (Katsube et Sakamoto, 2005). Ces deux molécules ainsi que 

leur voie de signalisation semblent intimement liés. 
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II. La famille des gènes CCN 

A. Introduction générale 

La découverte de la famille des gènes CCN débute par la mise en évidence de trois 

gènes ayant une structure commune et dont l’expression est modulée par des facteurs de 

croissance et est altérée dans les cellules cancéreuses (Brigstock, 1999 ; Perbal, 2001). 

L’acronyme CCN correspond à : 

   Connective tissue growth factor ou CTGF 

   Cystein rich protein ou Cyr 61 

   Nephroblasma overexpressed ou NOV 

Cette famille de gènes code des protéines régulatrices comptant jusqu’à ce jour six 

membres distincts chez l’Homme. Des paralogues ont été trouvés dans diverses espèces 

(Tableau 2). 

Wnt-1 induced secreted proteinwisp-3 (CCN6)
(6q23.1)

rCop-1 (expression lost after transformation) (Mu)
HICP (heparin induced CCN-like protein)

Wisp-2 (Mu)

Wnt-1 induced secreted proteinwisp-2 (CCN5)
(20q12-13)

Elm 1 (expressed in low metastatic type 1 cells) (Mu)
Wisp 1 (Mu)

Wnt-1 induced secreted proteinwisp-1 (CCN4)
(8q24.1-24.3)

Nov (Ck) novM (Mu) nov (Sw) nov (Xn)Nephroblastoma overexpressedNov (CCN3)
(8q24.1)

Ctgf (Ck) ctgf (Sw) ctgf (Xn)
βIG2 (TGFβ induced gene) (Mu)

Fisp 12 (fibroblast inducible secreted protein) (Mu)

Connective tissue growth factorCtgf (CCN2)
(6q23.1)

CEF 10 (chicken embryo fibroblasts)(Ck)
βIG1 (TGFβ induced gene) cyr 61 (Mu)

Cystein rich 61Cyr61 (CCN1)
(1p22.3)

OrthologuesNom complet du gèneAbréviations des 
gènes et localisation 

chromosomique

Wnt-1 induced secreted proteinwisp-3 (CCN6)
(6q23.1)

rCop-1 (expression lost after transformation) (Mu)
HICP (heparin induced CCN-like protein)

Wisp-2 (Mu)

Wnt-1 induced secreted proteinwisp-2 (CCN5)
(20q12-13)

Elm 1 (expressed in low metastatic type 1 cells) (Mu)
Wisp 1 (Mu)

Wnt-1 induced secreted proteinwisp-1 (CCN4)
(8q24.1-24.3)

Nov (Ck) novM (Mu) nov (Sw) nov (Xn)Nephroblastoma overexpressedNov (CCN3)
(8q24.1)

Ctgf (Ck) ctgf (Sw) ctgf (Xn)
βIG2 (TGFβ induced gene) (Mu)

Fisp 12 (fibroblast inducible secreted protein) (Mu)

Connective tissue growth factorCtgf (CCN2)
(6q23.1)

CEF 10 (chicken embryo fibroblasts)(Ck)
βIG1 (TGFβ induced gene) cyr 61 (Mu)

Cystein rich 61Cyr61 (CCN1)
(1p22.3)

OrthologuesNom complet du gèneAbréviations des 
gènes et localisation 

chromosomique

 

Tableau 2 : Les gènes CCN et leurs paralogues. 

(D’après la revue Perbal, 2001). 
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B. Les différents membres et leur structure 

Les gènes de la famille CCN ont une structure commune composée de 4 modules 

(Figure 14) codés par 5 exons. L’organisation multimodulaire des protéines CCN soulève des 

interrogations sur la fonction biologique de chacun des modules. Le rôle fonctionnel de 

chacun de ces modules est à l’heure actuelle inconnu mais deux hypothèses sont émises : soit 

l’activité de chaque module s’additionne, soit un module peut se substituer à un autre module. 

En fait une telle formation modulaire peut suggérer qu’à chaque module correspond une 

fonction qui peut interagir séquentiellement avec d’autres partenaires et que la fonction 

biologique des CCN dépend de ces effets combinés. 

CTGF

CEF10

NOV

WISP 1

WISP 2

WISP 3

IGFBP VWC Variable TSR CTPS
E1 E2 E3 E4 E5

CTGF

CEF10

NOV

WISP 1

WISP 2

WISP 3

IGFBP VWC Variable TSR CTPS IGFBP VWC Variable TSR CTPS
E1 E2 E3 E4 E5

 

Figure 14 : Représentation de la structure multimodulaire des gènes de la famille CCN et des 

protéines correspondantes. 

E1-5 :exons 1 à 5. PS :peptide signal, IGFBP : domaine Insulin-like Growth Factor Binding 

Protein-like, VWC : domaine Von Willebrand facto- like, TSR : domaine Trombospondine-

like, CT :domaine Cystéine Knot. (D’après la revue Perbal, 2001 ; Perbal, 2004)) 

 

Cette représentation schématique de la structure protéique des CCN ne rend pas 

compte des toutes les protéines efficaces retrouvées in vivo. Il existe également des isoformes 

de ces protéines générées par des modifications post-traductionnelles ou des épissages 

alternatifs (Perbal, 2004). 
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C. Fonctions biologiques des CCN 

Ces protéines sont sécrétées et associées aux protéines de la matrice extracellulaire. 

Elles régulent différentes fonctions cellulaires telles que l’adhésion, la migration, la 

différenciation ou encore la survie cellulaire. Les profils d’expression des gènes CCN tendent 

à prouver qu’ils sont mis en cause dans de nombreux processus physiologiques. En effet, les 

transcrits des CCN sont retrouvés au sein des trois feuillets embryonnaires. (Perbal, 2004). 

De plus, ces protéines semblent avoir un rôle au cours de l’angiogenèse, de la chondrogenèse 

et de certaines pathologies (Takigawa, 2003 ; Lau et Lam, 1999 ; Brigstock, 1999 ; Perbal, 

2001). 

Des grandes fonctions biologiques ont donc pu être mises en évidence pour chacun des 

membres de cette famille de gènes (Tableau 3) mais la liste qui suit n’est pas exhaustive. 

Cependant, les trois premiers membres de la famille ont particulièrement été étudiés du fait de 

leur découverte plus ancienne (Rachfal et Brigstock, 2005). 

Surrexprimé dans les cancer du côlon (Pennica et al 1998)CCN 6

Sénescence cellulaire (Zhang et al 1998)
Suppresseur de tumeur (Pennica et al 1998)

CCN 5

Inhibiteur de la croissance cellulaire (Hashimoto et al 1998)CCN 4

Inhibiteur de la croissance cellulaire (Jolliot et al 1992)
Oncogène si la protéine est tronquée (revue Brigstock 1999)

CCN 3

Agent mitogène, facteur chimiotaxique(Bradham et al 1991)
Adhésion, migration cellulaire (Brigstock et al 1999)

CCN 2

Gène précoce du développement (Lau and Nathan 1985)
Adhésion cellulaire, migration cellulaire, survie cellulaire (Kireeva et al 1996, Leu et al 2002)

CCN 1

Fonctions biologiquesCCN

Surrexprimé dans les cancer du côlon (Pennica et al 1998)CCN 6

Sénescence cellulaire (Zhang et al 1998)
Suppresseur de tumeur (Pennica et al 1998)

CCN 5

Inhibiteur de la croissance cellulaire (Hashimoto et al 1998)CCN 4

Inhibiteur de la croissance cellulaire (Jolliot et al 1992)
Oncogène si la protéine est tronquée (revue Brigstock 1999)

CCN 3

Agent mitogène, facteur chimiotaxique(Bradham et al 1991)
Adhésion, migration cellulaire (Brigstock et al 1999)

CCN 2

Gène précoce du développement (Lau and Nathan 1985)
Adhésion cellulaire, migration cellulaire, survie cellulaire (Kireeva et al 1996, Leu et al 2002)

CCN 1

Fonctions biologiquesCCN

 

Tableau 3 : Fonctions biologiques des CCN. 

(D’après Rachfal et Brigstock, 2005) 
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III. LE RECEPTEUR FAS 

A. Introduction générale 

Le récepteur Fas est une protéine classée dans la superfamille des récepteurs au 

« Tumor Necrosis Factor » (TNF) / « Nerve Growth Factor » (NGF) qui comportent tous dans 

leur partie extracellulaire plusieurs domaines riches en cystéines ou « Cystein Rich Domain » 

(CRD) (de 2 à 5 domaines). Parmi ces récepteurs, Fas (également appelé CD95 ou Apo1) a 

été largement étudié et décrit ; ce récepteur de mort présente un « Death Domain » (DD) ou 

domaine de mort intracellulaire, dont la présence est indispensable dans l’induction du signal 

pro-apoptotique. Ainsi, le récepteur Fas peut induire la mort cellulaire, notamment pour 

l’élimination de cellules surnuméraires ou potentiellement dangereuses (délétion des clones 

lymphocytaires autoréactifs lors de la lymphogenèse, éradication de cellules cancéreuses). Il a 

récemment été montré que le récepteur Fas possède également des propriétés non 

apoptotiques, lui procurant donc une dualité fonctionnelle. Celle-ci est non seulement 

impliquée dans la prolifération, la différenciation cellulaire et la neuritogenèse mais elle 

pourrait également faciliter la progression des tumeurs et l'angiogenèse. 

B. Structure de la protéine Fas 

Fas est une protéine composée de 335 acides aminés. En fonction des études publiées, 

le poids moléculaire de ce récepteur varie de 45 à 52 kDa (Oehm et al., 1992), cette variation 

étant très certainement liée à l’existence de formes différemment glycosylées du récepteur 

(Keppler et al., 1999). D’autre part, des études ont mis en évidence qu’un épissage alternatif 

du transcrit de Fas entraîne l’excision des régions codant le domaine transmembranaire, ce qui 

permet la production de formes solubles du récepteur contribuant à la régulation de l’apoptose 

induite par FasL (Cheng et al., 1994 ; Papoff et al., 1999). 
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1. Partie extracellulaire 

Les 156 premiers acides aminés de l’extrémité N-terminale de Fas correspondent à la 

partie extracellulaire du récepteur. Ils sont organisés de sorte à former 3 CDR : acides aminés 

28 à 65 pour le CRD1, 65 à 112 pour le CRD2 et 112 à 149 pour le CRD3. Des études de 

mutagénèse permettant de tronquer différents peptides dans la partie extracellulaire ont permis 

d’identifier la zone de fixation du ligand de Fas. Cette zone correspond aux domaines CDR2 

et CDR3, les plus proches de la région transmembranaire du récepteur et est appelée région 

LBD pour "ligand binding domain". Le domaine CDR1 a quant à lui été plus récemment 

décrit comme une zone permettant l’oligomérisation du récepteur, indispensable à la 

transduction du signal apoptotique de Fas (Papoff et al., 1999). Cette oligomérisation, qui 

s’est révélée indépendante du ligand, est réalisée grâce aux 65 acides aminés N-terminaux de 

la protéine qui forment un domaine d’auto-association ou PLAD ("pre-ligand association 

domain") (Siegel et al., 2000) (Figure 15). 

 

Figure 15 : Composition du récepteur Fas. 

(d'après 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 

2. Partie intracellulaire 

L’étude de la séquence en acides aminés de la partie intracellulaire du récepteur Fas ne 

met en évidence aucune séquence consensus correspondant à une quelconque activité 
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enzymatique (Sartorius et al., 2001). En revanche, les 15 derniers acides aminés de la partie 

C-terminale de Fas déterminent une zone d’interaction avec la protéine tyrosine phosphatase 

FAP-1 (Fas-associated phosphatase-1) dont le rôle est de réguler négativement l’apoptose 

médiée par le récepteur Fas (Li et al., 2000). La délétion de ces 15 résidus N-terminaux 

entraîne une augmentation de l’apoptose transmise par Fas (Sato et al., 1995). D’autre part, la 

partie intracellulaire de Fas comporte une zone de 68 résidus, possédant de très fortes 

homologies avec le récepteur TNF-R1, qui correspond au DD de Fas (Itoh et al., 1991) 

(Figure 15). Des études de mutagénèse et de transgénèse (modèle de souris lprcg) ont permis 

de mettre en évidence que le résidu Valine 238 de ce domaine DD est indispensable à la 

transmission du signal apoptotique induit par le récepteur Fas. En effet, la mutation de cet 

acide aminé entraîne l’abolition du signal de mort. Le domaine DD du récepteur Fas comporte 

également des zones d’interaction avec deux molécules adaptatrices, « Fas associated death 

domaine » (FADD) et Daxx, qui permettent d’activer les voies de signalisation 

intracellulaires. Enfin, la séquence de la partie intracellulaire du récepteur Fas comporte un 

site de phosphorylation, en dehors du DD, au niveau de la zone proximale (Kennedy et al., 

1999). 

C. Voies de signalisation induites par le récepteur Fas 

1. Initiation du signal 

Il a été clairement démontré que non seulement le récepteur Fas est capable de 

s’assembler en trimères indépendamment de l’engagement de son ligand, mais aussi que cet 

assemblage en trimères constitue un pré-requis à la liaison de FasL, et par conséquent à la 

transmission du signal de mort (Papoff et al., 1999 ; Siegel et al., 2000). La trimérisation de 

Fas ne peut être réalisée qu’en présence de  la région « pre-ligand associated domain » 

(PLAD) du domaine extracellulaire du récepteur, région constituée du domaine CDR1, et 

donc parfaitement distincte du site de liaison à FasL. Ainsi, qu’il y ait absence ou présence du 

ligand, des monomères et des trimères du récepteur Fas co-existent dans la membrane 

plasmique (Chan et al., 2000). La trimérisation des récepteurs entraîne très probablement des 

modifications de conformation de Fas, favorisant l’activation des voies de signalisation. Des 

molécules adaptatrices, telles que FADD, RIP, FAP-1 et Daxx, possédant toutes un DD sont 

alors recrutées par les trimères de Fas pour la transmission du signal.  
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2. Transduction du signal 

a) Voies apoptotiques 

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

Le récepteur Fas stimulé, qui ne possède aucune activité enzymatique intrinsèque, doit 

impérativement s’associer à diverses protéines capables de transmettre le signal de mort. 

Ainsi, la transmission du signal apoptotique de Fas nécessite la formation d’un complexe 

multiprotéique, nommé « complexe de signalisation de la mort induite » ou DISC, et composé 

d’agrégats de Fas, de la protéine FADD et de la caspase-8. 

Après stimulation de Fas, par son ligand ou par un anticorps agoniste, la protéine 

FADD se fixe au récepteur (Kischkel et al., 1995) via les DD homologues entre ces deux 

protéines (Boldin et al., 1995 ; Chinnaiyan et al., 1995). La protéine FADD va alors pouvoir 

recruter et activer les caspases initiatrices (caspase-8 ou -10) grâce à son domaine effecteur de 

mort « death effector domain » (DED) N-terminal. Des études ont de plus démontré que ce 

domaine est indispensable à la transmission du signal : en effet, une protéine FADD 

possédant son domaine DD mais tronquée dans son domaine DED est incapable d’induire 

l’activation de l’apoptose (Chinnaiyan et al., 1996). 

Dans un premier temps, le complexe de signalisation de la mort induite « Death 

inducing signal complex » (DISC) comporte à la fois des formes zymogènes et des formes 

activées de la caspase-8 (Muzio et al., 1996). En effet, l’activation du récepteur Fas permet 

tout d’abord de recruter FADD et la pro-caspase-8, puis c’est la formation d’oligomères de 

pro-caspase-8 qui entraîne son auto-protéolyse et permet la libération de la sous-unité 

catalytique de la caspase-8 dans le cytoplasme (Martin et al., 1998 ; Salvesen et Dixit, 

1999). La caspase-8 active peut alors cliver la pro-caspase-3 pour l’activer, et cette dernière 

va initier une cascade de caspases effectrices qui vont à leur tour conduire la cellule à une 

mort inéluctable par apoptose (Slee et al., 1999). 

Il est important de noter le processus de mort cellulaire induite par Fas nécessite 

l’activation de la caspase-8 (Varfolomeev et al., 1998). A ce stade, outre la voie de 

signalisation induite par le récepteur Fas (dite voie extrinsèque), une activation parallèle de la 

voie mitochondriale (dite voie intrinsèque) est détectée dans certains types cellulaires et 
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dépend du clivage de la protéine Bid par la caspase-8 qui permet l’activation de la voie 

mitochondriale, les deux voies aboutissant à l’activation commune d’une caspase effectrice, la 

caspase-3 (Figure 16). 

 

Figure 16 : représentation des voies extrinsèque et intrinsèque induites par la caspase-8. 

Les deux voies pro-apoptotiques peuvent se rejoindre par l’intermédiaire du clivage de Bid. 

(D’après Macfarlane et Williams, 2004) 

Ainsi, dans la voie mitochondriale intrinsèque, la caspase-8 activée clive la protéine 

Bid et génère ainsi un fragment (Couzinet et al., 2002) qui se lie à la protéine Bax. Celle-ci 

correspond à un autre membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2, présent sous forme 

monomérique dans le cytosol. La liaison du fragment de Bid entraîne l’oligomérisation de 

Bax et son intégration dans la membrane externe mitochondriale. Ce processus déclenche 

l’ouverture de mégapores mitochondriaux, la chute du potentiel transmembranaire 

mitochondrial et la libération du cytochrome c (Eskes et al., 2000). 

Dans la voie extrinsèque, la fixation de FasL entraîne tout d’abord la formation de 

microagrégats du récepteur Fas puis le DISC est formé, grâce à l’intervention de filaments 

d’actine, et la caspase-8 est activée. Dans un premier temps, la caspase-8 activée est trop peu 

efficace pour la transduction d’un signal apoptotique mais elle permet en revanche, avec 

l’intervention de la voie des sphingomyélinases, la formation à la surface cellulaire de larges 

groupements membranaires de protéines Fas (Gulbins et Grassme, 2002). Ces 

regroupements membranaires ont pour rôle d’augmenter le signal transmis ainsi que 
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l’activation de la caspase-8 afin d’induire un signal apoptotique efficace. Enfin, le complexe 

Fas / FasL est internalisé, grâce à la formation de vésicules d’endocytose. 

Compte tenu de la diversité des molécules impliquées dans la voie de signalisation 

empruntée à la suite de l’activation du récepteur Fas par FasL, différents types d’inhibiteurs 

vont pouvoir réguler le signal. Ainsi, les protéines FLIP (« Flice inhibitory protein ») et FAP-

1 sont spécifiques à la voie extrinsèque, Bcl-2 et Bcl-xl agissent en bloquant la voie 

mitochondriale, et les protéines inhibitrices de l’apoptose « inhibitor of apoptosis proteins » 

(IAPs) interfèrent dans l’activation des caspases. Les régulations spécifiques de la voie de Fas 

seront développées dans la partie « régulateurs de la transduction du signal de Fas ». 

b) Voie proliférative 

 
A l’opposé de la voie conduisant à la mort cellulaire, l’activation du récepteur Fas peut 

également déclencher la prolifération de différents types cellulaires. Ce phénomène a 

notamment été décrit pour des cellules T stimulées par leur récepteur TCR (« T cell 

receptor »), des thymocytes humains purifiés (Alderson et al., 1993) ou encore des 

fibroblastes humains de peau, pour lesquels la simple stimulation de Fas suffit à entraîner une 

prolifération significative (Freiberg et al., 1997 ; Jelaska et Korn, 1998). De plus, un 

antagoniste de FasL, le Fas-Fc (qui est un compétiteur soluble du ligand de Fas) peut bloquer 

la prolifération des cellules T stimulées par des quantités suboptimales d'un anticorps anti-

TCR. 

A l’heure actuelle, même si les voies de signalisation empruntées restent à déterminer 

entièrement, il semble que les protéines FADD, FLIP, la caspase-8 et la voie de ERK 

« extracellular signal-regulated kinases » soient impliquées dans cette prolifération cellulaire 

en réponse à la stimulation de Fas (Zhang et al., 1998 ; Kennedy et al., 1999 ; Shinohara et 

al., 2000 ; Thome et Tschopp, 2001). En effet, il a clairement été établi qu’une activation des 

caspases était induite par la stimulation du TCR (Kennedy et al., 1999 ; Alam et al., 1999) 

mais la nature de ces caspases et de leurs substrats reste controversée selon les modèles 

étudiés. Ainsi, une étude a mis en évidence l’activation de la caspase-8 mais sans clivage de la 

caspase-3 ni de son substrat, la PARP (poly-ADP-ribose-polymérase) (Kennedy et al., 1999), 

alors que d’autres travaux ont montré l'activation des caspases-3, -6, -7 et -8 ainsi que le 
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clivage sélectif de quelques substrats de la caspase-3 telle que la PARP (Alam et al., 1999). 

Néanmoins, l’ensemble de ces travaux démontre que la caspase-8, qui s’autoactive après son 

recrutement par FADD, est toujours impliquée dans l’initiation de la prolifération des cellules 

T induite par la voie de Fas (O'Reilly et al., 2004). 

Ainsi, le récepteur Fas présente une dualité fonctionnelle puisque son activation 

entraîne deux types de signalisation antagonistes : mort cellulaire ou prolifération. Parmi les 

différents facteurs pouvant contribuer à diriger de façon préférentielle vers la prolifération et 

la survie, les facteurs de croissance et les cytokines présents dans l’environnement cellulaire 

jouent un rôle prépondérant dans l’orientation de la réponse (Rathmell et Goodnow, 1998). 

Ainsi, des travaux récents de notre équipe ont mis en évidence que l’inhibition de la voie 

apoptotique de Fas pouvait être induite par l’activation d’un autre récepteur de mort, le 

récepteur de faible affinité pour les neurotrophines (p75NTR). Cette interaction a été détectée 

au niveau de cellules neuroblastiques humaines (lignée SH-SY5Y), co-exprimant les deux 

récepteurs, et dans lesquelles la co-stimulation de Fas et p75NTR aboutit à une inhibition du 

signal apoptotique, alors que l’activation isolée de chaque récepteur induit l’apoptose. Cette 

survie cellulaire est associée à l’activation de la caspase-8 et pourrait faire intervenir des 

protéines adaptatrices au sein d’un complexe de signalisation. (Giraud et al., 2005 voir 

annexe 1). 

3. Régulateurs de la transduction du signal de Fas 

a) Les facteurs FLIP 

 
Les protéines inhibitrices FLIP « FLICE inhibitory protein » suppriment l’activation 

de la caspase-8 (Irmler et al., 1997 ; Keuz et al., 2004). FLIP contient deux DED qui vont 

lui permettre de se lier aux pro-domaines des caspases-8 ou -10 et ainsi empêcher leur 

recrutement par leurs récepteurs de mort (notamment Fas et TNF-RI) (Bump et al., 1995). 

Cette famille d'inhibiteurs de caspases a été identifiée à l'origine dans le virus de l'herpès et le 

virus molluscipox (Bertin et al., 1997 ; Thome et al., 1997). Il existe une grande variété de 

transcrits de FLIP. Le transcrit le plus long (c-FLIPL) possède, en plus des deux DED, 

l'équivalent d'un domaine caspase inactif. La forme courte (c-FLIPS), pour sa part, ne présente 

que les deux DED. En dehors de son effet inhibiteur sur la caspase-8, il semble que c-FLIPL 
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puisse avoir un effet activateur de la pro-caspase-8 (Peter, 2004) (Figure 17). Les protéines 

c-FLIPL et la caspase-8 semblent nécessaires, par exemple, à la survie et à la prolifération des 

cellules T après la stimulation du TCR (Budd et al., 2006). 

 

Figure 17 : Les fonctions de c-FLIPL. 

La fonction de la protéine c-FLIPL dépend de sa concentration cytoplasmique. L’absence ou 

la faible concentration de cette protéine entraine l’apoptose par l’intermédiaire notamment 

des caspase-8 et -10. En revanche, une forte concentration en c-FLIPL (« hi FLIP ») 

permettrait la prolifération cellulaire. Ce mécanisme passerait également par l’intermédiaire 

des caspases-8 et –10 (D’après Peter, 2004). 

b) Le facteur FAP-1 

 
La protéine FAP-1 est une protéine tyrosine phosphatase identifiée comme étant 

associée au récepteur Fas (Sato et al., 1995). Cette protéine est connue comme régulant 

négativement la voie de signalisation du récepteur Fas (Li et al., 2000). Il semblerait que 

FAP-1 empêche le transport du récepteur Fas de l’appareil de Golgi à la membrane plasmique 

(Ivanov et al., 2003). Le rôle de FAP-1 apparaît cependant plus complexe. De récentes études 

semblent montrer que FAP-1 pourrait au contraire promouvoir l’apoptose induite par Fas. 

Après transfection de FAP-1 au sein d’une lignée cancéreuse de côlon SW480, il semble que 
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les cellules deviennent sensibles à l’apoptose par la voie de Fas, ceci étant dû à la 

surexpression de FAP-1 (Miyazaki et al., 2006). 

c) Fas et NF-κΒ 

L'activation de NF-κB et l'induction de l’apoptose, en particulier par les récepteurs de 

mort, sont liées par des boucles de rétrocontrôle inhibitrices. Ainsi, la voie de signalisation 

NF-κB régule négativement l’apoptose induite par les récepteurs de mort en augmentant 

l’expression de protéines anti-apoptotiques. De plus, l’apoptose interfère avec l’activation de 

NF-κB par l’intermédiaire des caspases, qui clivent plusieurs des composants de la voie de 

signalisation de NF-κB (Wajant et al., 2003). En outre, plusieurs études ont montré qu’une 

inhibition de l’apoptose dépendante de Fas permet d’augmenter fortement l’activation de NF-

κB (Mandal et al., 1996 ; Wajant et al., 2000). Même si les mécanismes exacts de cette 

activation de NF-κB par la voie proliférative du récepteur Fas demeurent mal connus, il 

semble qu’ils fassent intervenir la protéine FADD et la caspase-8 (Hu et al., 2000). 

d) Fas et les protéines kinases activées par la mitose 

Les cascades des MAPK « mitogen-activated protein kinase » 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 « kinase N-terminale c-Jun ». 

Les protéines RIP (« receptor interacting protein »), capables de s’associer avec le DD 

de Fas et d’interagir avec les protéines FADD et FLIP, ont une activité sérine / thréonine 

kinase. Ainsi, RIP2 peut phosphoryler ERK et activer la voie des ERK, indépendamment de 

MEK (« mitogen-activated extracellular signal-regulated kinase ») (Lambert et al., 2003). 

La protéine Daxx (Yang et al., 1997) est un répresseur de la transcription dépourvu de 

DD mais qui est néanmoins capable de s'associer avec le DD de Fas, dans une région distincte 

de celle de FADD. In vitro, Daxx potentialise l'apoptose induite par Fas (via FADD), mais, 

dans des lignées cellulaires déficientes en FADD, la protéine Daxx ne suffit pas à compenser 

cette absence. Deux mécanismes de signalisation indépendants sont activés. Ce sont les voies 

de JNK et SAPK ("stress-activated protein kinase"), qui participent à la régulation de la 

prolifération cellulaire (Chang et al., 1998) et à la régulation transcriptionnelle de gènes 
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impliqués dans l'activation des caspases (Torii et al., 1999). D’autre part, des études ont 

montré que la molécule Daxx intervient également lors de phénomènes de survie cellulaire et 

de prolifération induits par Fas (Michaelson et al., 1999 ; Michaelson, 2000). Enfin, la 

délétion du gène codant la protéine Daxx est létale pour des embryons de souris et est 

accompagnée d'une apoptose massive, ce qui prouve que cette molécule peut correspondre à 

un facteur de survie, au moins durant le développement. 

L'activation des JNK par la voie de Fas et l’apoptose sont régulièrement associées, 

probablement par l’intermédiaire des caspases (Cardone et al., 1997 ; Deak et al., 1998 ; 

Widmann et al., 1997 et 1998). De plus, plusieurs études ont montré que l’inhibition des 

caspases entraîne un blocage conjoint de l’apoptose et de l’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). Néanmoins, dans la plupart des cas, l'inhibition des JNK 

n’a aucun effet ou seulement un effet modéré sur l’apoptose induite par Fas, ce qui démontre 

que l’activation des JNK, bien que liée à l’apoptose, ne constitue pas une étape obligatoire 

dans la mort cellulaire induite par Fas. 

e) Fas et Protéine Kinase C 

Plusieurs études ont montré que l'activation de la PKC peut réprimer l’apoptose 

cellulaire, et notamment l’apoptose induite par la voie de Fas (Gomez-Angelats et al., 2000 ; 

Herrant et al., 2002 ; Busuttil et al., 2002). C’est pourquoi, dans la lignée lymphocytaire T 

humaine Jurkat, deux mécanismes distincts vont permettre de diminuer l'activation de la PKC, 

et ce, dès les premiers stades de l’apoptose induite par le récepteur Fas (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). La modulation de la voie 

apoptotique de Fas par la PKC et par des ecto-PKC, est réalisée en amont du recrutement de 

FADD et de la caspase-8 par une modification de l’efficacité de formation du DISC (Gomez-

Angelats, 2001). En effet, comme cité précédemment, la trimérisation du récepteur Fas 

constitue un pré-requis à l’activation du récepteur par le ligand FasL, et il a récemment été 

montré que la  phosphorylation extra-cellulaire du récepteur Fas par des ecto-kinases de type 

ecto-PKC participe à l’inhibition de l’agrégation du récepteur Fas dès ce stade (Lautrette et 

al., 2006). Par conséquent, dès lors que Fas est phosphorylé par les ecto-PKC, la trimérisation 

est inhibée, le DISC ne peut plus être formé et le signal apoptotique est inhibé. 
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f) Sphingomyélinases, céramides, regroupements membranaires du 

récepteur Fas 

L'activation du récepteur Fas induit l’hydrolyse en céramides (Hetz et al., 2002) des 

sphingomyélines, par des sphingomyélinases acides (Hannun et Luberto, 2000) et neutres 

(Arenz et al., 2001). 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, les céramides ne seraient pas 

directement impliqués dans l’apoptose induite par Fas (Hsu et al., 1998) et le rôle exact de 

leur production à la suite de l’activation de Fas reste à déterminer clairement. 

Néanmoins, de récentes études ont mis en évidence un rôle crucial des céramides dans 

le regroupement membranaire et la polarisation des récepteurs Fas à la surface cellulaire. 

Ainsi, l’hydrolyse des sphingomyélines engendrée par l’activation de Fas permet la formation 

dans la membrane de larges domaines enrichis en céramides (Gulbins et Grassme, 2002). 

Ces domaines servent de support pour le regroupement membranaire et la polarisation des 

molécules de récepteur Fas (Gulbins, 2003). L'intégration du récepteur Fas dans les radeaux 

lipidiques a été recherchée et les résultats obtenus restent controversés selon les études 

réalisées (Cremesti et al., 2001 ; Algeciras-Schimnich et al., 2002 ; Rotolo et al., 2005). 

Cependant, les études les plus récentes semblent confirmer la présence du récepteur Fas et des 

molécules composant le DISC au niveau des radeaux lipidiques (Hueber et al., 2002 ; 

Scheel-Toellner et al., 2002 ; Eramo et al., 2004). De plus, dans la lignée neuroblastique 

SH-SY5Y, les récepteurs Fas et p75NTR, lors de leur coactivation, sont colocalisés à la surface 

cellulaire, ce qui pourrait être lié à une augmentation de la fluidité membranaire. Fas, p75 NTR 

ainsi que les effecteurs de la voie apoptotique pourraient ainsi être localisés au sein de 

radeaux lipidiques (Giraud et al., 2005 voir annexe 1). 

D. Rôles physiologique et pathologiques 

Le récepteur de mort Fas a initialement été identifié à la surface cellulaire de 

lymphocytes B et de fibroblastes humains (Trauth et al., 1989 ; Yonehara et al., 1989). 

Ultérieurement, des études ont montré que Fas est exprimé de façons physiologique et 

constitutive à la surface de nombreux types cellulaires : lymphocytes B et T activés, 

hépatocytes, cellules épithéliales du côlon (Strater et Moller., 2000) et de l’endomètre utérin 
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(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 système nerveux, que ce soit au niveau de neurones (corticaux, sensoriels, 

hippocampiques ou motoneurones) ou au niveau de cellules gliales (oligodendrocytes, 

astrocytes, cellules microgliales et cellules de Schwann). Malgré cette expression ubiquitaire, 

les seules conséquences directes de l’inactivation du récepteur Fas décrites à l’heure actuelle 

chez l’homme ne concernent que les cellules du système immunitaire (Le Deist et al., 1996). 

1. Rôle dans le système immunitaire 

Les interactions Fas / FasL permettent de contrôler la survie des lymphocytes 

périphériques et participent ainsi fortement au maintien de la tolérance immunitaire aux 

autoantigènes (Green, 1994 ; Ju et al., 1995). Deux lignées de souris transgéniques, lpr et 

lprcg, dont le gène codant Fas a été invalidé, ont permis de mettre en évidence l’implication du 

récepteur Fas dans l’élimination périphérique des lymphocytes autoréactifs (Watanabe-

Fukunaga et al., 1992). Ces animaux présentent différents désordres auto-immuns liés à des 

proliférations lymphocytaires T et B anormales. Ainsi, les lymphocytes T subissent une 

prolifération anarchique conduisant à leur accumulation dans la rate et les ganglions 

lymphatiques. De plus, les lymphocytes B autoréactifs ne sont pas éliminés chez ces animaux, 

ce qui conduit à des anomalies auto-immunes dues à la production d’autoanticorps similaires 

à ceux observés au cours du lupus érythémateux systémique humain. Chez l’homme, 

différentes mutations de Fas ont été décrites essentiellement dans des syndromes 

immunoprolifératifs auto-immuns et dans des lymphadénopathies massives (Fisher et al., 

1995 ; Rieux-Laucat et al., 1995). Ainsi, le récepteur Fas joue un rôle physiologique crucial 

dans l’homéostasie des populations lymphocytaires B et T : il intervient d’une part dans 

l’élimination des lymphocytes périphériques autoréactifs, et d’autre part, en fin de réponse 

immunitaire spécifique, dans l’apoptose des lymphocytes activés, après leur prolifération et 

l’élimination de l’antigène (Krammer, 2000). 

En plus de son implication dans le maintien de l’homéostasie des populations 

lymphocytaires, le récepteur Fas joue un rôle capital dans l’élimination des cellules tumorales, 

ou infectées par un virus par les cellules du système immunitaire. En effet, ces cellules 

tumorales ou infectées sont normalement éliminées par les cellules T cytotoxiques activées 

par le mécanisme suivant : ces lymphocytes T expriment FasL à leur surface, ce qui leur 
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permet d’induire le suicide des cellules infectées ou en voie de tumorisation exprimant 

physiologiquement le récepteur Fas (Figure 18). Néanmoins, un grand nombre de cellules 

tumorales parvient à échapper à cette apoptose induite par les cellules T cytotoxiques, grâce à 

deux grands types de mécanismes : i) inhibition de l’expression de Fas à leur membrane 

(Muschen et al., 2000) ou inactivation de Fas par des mutations ponctuelles, décrites tant au 

niveau des tumeurs solides (Willis et al., 1999 ; Mullauer et al., 2001) que des hémopathies 

(Landowski, et al., 1997 ; Gronbaek et al., 1998 ; Mullauer et al., 2001) ; ii) expression du 

ligand de Fas, FasL, par les cellules tumorales (Whiteside, 2002), afin de déclencher 

l’apoptose des lymphocytes activés exprimant Fas. Ce dernier mécanisme est similaire à celui 

qui est observé au niveau des organes dits « privilégiés » (cellules de la cornée, cellules de 

Sertoli du testicule, microglie du système nerveux et placenta) et est assimilable à une barrière 

tissulaire physiologique contre les réponses du système immunitaire. 

 

 

Figure 18 : Elimination des cellules pathogènes par les lymphocytes T CD8+. 

(Bobe, 2002). 

2. Système nerveux 

L’apoptose constitue également un mécanisme physiologique crucial au cours de la 

formation du système nerveux embryonnaire, puisqu’elle permet l’élimination des neurones 

surnuméraires n’établissant pas de connexions synaptiques fonctionnelles (Oppenheim, 

1991). En revanche, chez l’adulte, une augmentation de l’apoptose neuronale est impliquée 

dans différentes maladies neurodégénératives telles que la sclérose latérale amyotrophique, la 

maladie d'Alzheimer ou encore lors des accidents vasculaires cérébraux ischémiques (Honig 

et Rosenberg, 2000). 
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a) Fas et neurones 

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

nombreux systèmes, l’expression de Fas par les neurones reste très peu documentée. 

L'expression du récepteur Fas par des neurones a été mise en évidence dans différentes 

conditions pathologiques, expérimentales ou non. Ainsi, le récepteur a été détecté dans les 

neurones de rats au cours de l’ischémie expérimentale (Sakurai et al., 1998). D’autre part, 

Fas est exprimé par les neurones dans des conditions pathologiques, comme la maladie 

d'Alzheimer (De la Monte et al., 1997), ou après exposition à l’interféron gamma (IFN-γ) 

(Rensing-Ehl et al., 1996). De plus, in vitro, les motoneurones embryonnaires de rat co-

expriment Fas et FasL et rentrent rapidement en apoptose par la voie de Fas lorsqu’ils sont 

cultivés en absence de facteur trophique (Raoul et al., 1999) alors que Fas est présent sur des 

motoneurones de souris cultivés sans privation de sérum et par conséquent de facteurs 

trophiques (Yi et al., 2000). Ainsi, le récepteur Fas n’est pas seulement exprimé par les 

neurones dans des conditions pathologiques mais également dans certaines conditions 

physiologiques normales. En effet, Fas est exprimé transitoirement par des neuroblastes dans 

le cortex de rats et de façon plus importante à des stades plus différenciés dans des cultures 

primaires de souris (Cheema et al., 1999). Des études immunohistochimiques réalisées ex 

vivo ont permis de détecter l'expression neuronale de Fas dans le cerveau de souris juvéniles 

normales, mais cependant sans identification précise de la population neuronale impliquée 

(Park et al., 1998). En revanche, le récepteur Fas n’est pas détectable dans des cultures de 

cellules issues de cerveaux de fœtus humains à 12-16 semaines de gestation (Becher et al., 

1998) alors que des travaux réalisés dans notre équipe ont montré que Fas est exprimé 

constitutivement uniquement par les motoneurones humains fœtaux en culture et sur coupes 

ex vivo (Lautrette et al., 2003). 

De plus, des études récentes semblent montrer que les fonctions non apoptotiques de 

Fas joueraient également un rôle important dans le système nerveux. En effet, les souris lpr 

présentent, en plus de leurs désordres immunitaires, une atrophie progressive des dendrites 

des neurones pyramidaux du SNC (Sakic et al., 1998).  

D’autre part, l’étude plus récente de la lignée neuroblastique humaine SH-SY5Y et de 

cultures primaires de neurones sensitifs de souris a mis en évidence que l’activation du 
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récepteur Fas induisait la croissance neuritique, par une voie indépendante de la caspase-8 et 

liée à l’activation des ERK (Desbarats et al., 2003). En effet, on a observé que FasL 

entrainait une augmentation de la croissance dendritique, in vivo et in vitro, sur les cellules 

neuronales hippocampiques et corticales et en aucun cas l’apoptose de ces cellules neuronales. 

Cette arborisation des cellules neuronales par l’interaction Fas / FasL ne semble pas passer 

par la voie des caspases mais semble lié au DD et corrélé avec une augmentation de 

l’expression de la protéine Tau non phosphorylée. Dans ce cadre, Fas permettrait la croissance 

dendritique en agissant sur la phosphorylation de Tau qui par son interaction avec le 

cytosquelette permettrait les modifications structurelles pour la croissance dendritique 

(Zuliani et al., 2006). 

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 et al., 2000). En 

revanche, chez l’homme, l'expression de Fas par les cellules gliales reste controversée. Ainsi, 

des travaux sur des cultures primaires de cellules gliales, de fœtus humains ou de cerveaux 

adultes, ont démontré une expression constitutive de Fas limitée aux astrocytes et pouvant être 

augmentée par différentes cytokines comme l’Interleukine (IL)-1, l’IL-6, l’IFN-γ et le TNF-α 

(Choi et al., 1999). Cependant une seconde étude n’a permis la mise en évidence de Fas 

qu’au niveau des oligodendrocytes dans le cerveau adulte (D'Souza et al., 1996), son 

expression étant néanmoins également inductible par l’IFN-γ (Pouly et al., 2000). Enfin, une 

troisième étude, réalisée avec des cultures primaires de système nerveux central de fœtus 

humains (12-16 semaines de gestation), a permis de détecter l’expression de Fas uniquement 

au niveau des astrocytes (Becher et al., 1998). Cependant, la présence du récepteur Fas a été 

mise en évidence au niveau de lignées gliales et notamment au niveau de glioblastomes 

(Frankel et al., 2002). Dans les glioblastomes, le récepteur Fas a pour rôle d’induire la 

prolifération et non l’apoptose des cellules des gliomes de haut grade co-exprimant Fas et 

FasL (Gratas et al., 1997 ; Song et al., 2006). 
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3. Rôle de Fas au cours de l’angiogenèse 

L’angiogenèse est un processus fondamental du développement et de la réparation des 

tissus. La néoangiogénèse peut cependant exercer des effets délétères, favorisant la 

pathogénicité de certaines maladies tels que les processus tumoraux dans lequel elle participe 

au caractère invasif des tumeurs. Le rôle du VEGF « vascular endothelial growth factor » a 

été mis en évidence lors de l’angiogenèse dans les processus tumorigènes. Dans les myélomes 

multiples la sécrétion de ce facteur est dépendante de la protéine p53 (Tai et al., 2002). De 

plus, une étude sur 29 glioblastomes a montré que 86% d’entres eux expriment le VEGF et 

qu’il existe une corrélation entre le niveau d’expression de cette molécule le niveau 

d’agressivité de ce type de tumeur (Miyagami et Katayama, 2005). 

Dans les maladies inflammatoires, l’angiogénèse facilite le recrutement des leucocytes 

sur le site de l’inflammation. En retour, les leucocytes stimulent la formation de néo-

vaisseaux par la production de cytokines. L’activation des macrophages va induire la 

prolifération vasculaire grâce à la sécrétion de facteurs trophiques vasculaires comme le β-

FGF « basic Fibroblaste Growth Factor » (Polverini et al., 1977) et de TNF (Leibovich et al., 

1987). Le TNF est responsable de l’activité angiogénique du liquide synovial dans le cas de 

l’arthrite rhumatoïde (Lupia et al., 1996). Dans ce cadre, le récepteur Fas peut jouer un 

double rôle. Dans les pathologies comme les rétinopathies, il induit l’inhibition de 

l’angiogénèse (Kaplan et al., 1999). Cette activité anti-angiogénique va être possible par 

l’inhibition de l’expression de FasL due au TNF au niveau des cellules endothéliales (Sata et 

Walsh, 1998). L’activation du récepteur Fas peut également induire une néo-vascularisation. 

L’administration d’anticorps agonistes du récepteur Fas dans des implants de Matrigel peut 

induire l’angiogenèse et l’infiltration de cellules pro-inflammatoires (Biancone et al., 1997). 

Le récepteur Fas peut donc à la fois promouvoir et inhiber l’angiogenèse, l’impliquant ainsi 

de manière directe dans les phénomènes de cancérisation mais également dans des voies de 

recherche thérapeutiques envisageables. 

4. Rôle de Fas dans les thérapeutiques anti-cancéreuses. 

Dans la littérature, de nombreux articles traitent de la sensibilisation des cellules au 

ligand FasL à la suite à l’exposition de celles-ci aux molécules utilisées en chimiothérapie 

(Micheau et al., 1997 ; Uslu et al., 1997 ; Wu et al., 2000 ; Debatin et Krammer, 2004). 



46 

Des traitements avec des molécules anti-cancéreuses comme le méthotrexate, 

cisplatine, mytomicine ou doxorubicine, ou encore l’étoposide, entraineraient une 

augmentation de l’expression du récepteur Fas ainsi que de son ligand FasL dans de 

nombreux cancers. De ce fait, les cellules seraient d’autant plus sensibles à l’apoptose induite 

par la voie de Fas. (Muller et al., 1998 ; Friesen et al., 1999 ; Mo et Beck, 1999). 

D’autres mécanismes de sensibilisation à l’apoptose induite par Fas au cours de 

traitements anti-cancéreux ont été mis en évidence et notamment l’augmentation de 

l’expression de la caspase-8 ainsi que de FADD (Micheau et al., 1999). Récemment, il a été 

démontré que certaines molécules comme le taxol augmentaient l’apoptose par l’activation 

des caspases -8 et -10 via leur activation par FADD (Day et al., 2006). 

La perte de fonction du récepteur Fas est souvent liée à des processus de cancérisation. 

Elle peut être due à une inhibition de l’expression du récepteur Fas ou à des épissages 

alternatifs produisant des molécules de Fas solubles ou encore des modifications d’un des 

acteurs de la voie de signalisation du récepteur Fas comme Bcl-2 (Jaattela et al., 1995), Bcl-

xL (Srinivasan et al., 1998), FAP-1 (Sato et al., 1995) ou FLIP (Irlmer et al.,1997 ; 

Kataoka et al., 1998). La perte d’expression de Fas a déjà été évoquée dans les cancers du 

côlon (Owen-Schaub et al., 1994 ; Yao et al., 2004), des mélanomes (Leithauser et al., 

1993), des cancers de l’œsophage (Gratas et al., 1998), cancers du sein (Keane et al., 1996), 

cancers hépatiques (Strand et al., 1996) et le cancer bronchique (Viard-Leveugle et al., 

2003). 

Cependant beaucoup de ces même cellules cancéreuses expriment FasL, conférant 

ainsi aux cellules un statut immunologique privilégié (Griffith et al., 1995 ; Griffith et al., 

1996 ; Bellgrau et al., 1995). 

D’autre part, FasL peut être utilisé à des fins thérapeutiques. Pour prouver que FasL 

peut induire une diminution de taille d’une tumeur, in vivo, du surnageant de culture de 

neuroblastomes transfectés par le gène de FasL a été utilisé pour induire l’apoptose de cellules 

cibles (Rensing-Ehl et al., 1995). L’efficacité de l’apoptose par l’activation de la voie de Fas, 

induite par l’utilisation d’anticorps anti-Fas agonistes ou des cellules exprimant FasL ou 

encore des protéines recombinantes (rFasL) dans les tumeurs, a été démontrée in vivo dans 

des transplantations de tumeurs solides sur la souris. Néanmoins, l’induction d’une réponse 
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inflammatoire par FasL pourrait faciliter l’expansion tumorale (Philip et al., 2004) ou induire 

des hépatites fulminantes (Ogasawara et al., 1993 ; Tanaka et al.,1997). 

Des voies de recherche thérapeutique s’orientent sur des injections locales de FasL ou 

l’utilisation de vecteurs inductibles permettant une expression régulée de FasL (Timmer et 

al., 2002). 
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IV. Epithélium olfactif 

Dans la plupart des régions du système nerveux, la neurogenèse est limitée à une 

période définie du développement. Cependant, il existe quelques exceptions à cette règle 

connue depuis quelques années. 

Le système olfactif a longtemps été considéré comme l’unique site d’un 

renouvellement neuronal physiologique chez l’adulte, les neurones étant remplacés 

régulièrement tout au long de la vie de l’individu (Graziadei et Monti Graziadei, 1980). 

Plus récemment, d’autres sites de renouvellement neuronal ont été trouvés dans le système 

nerveux central des mammifères (Kuhn et al., 1996 ; Bordey, 2006). Toutefois, l’épithélium 

olfactif reste la source principale et la mieux connue du renouvellement neuronal chez 

l’adulte. Ce modèle a donc été privilégié lors de l’étude de la néoneurogenèse. Les premières 

données acquises sur ce sujet sont le fait d’études effectuées sur les mammifères, (Carr et 

Farbman, 1992 ; Farbman, 1997) cependant, elles ont été confirmées dans leurs grandes 

lignes chez les oiseaux (Leibovici et al., 1996). 

A. Le système olfactif 

L’épithélium olfactif tapisse les parois de la partie supérieure de la cavité nasale et se 

présente comme un épithélium pseudo-stratifié. Il est constitué de trois types majeurs de 

cellules : les cellules de soutien, les cellules neurosensorielles et les cellules basales (Figure 

18). En outre, chez l’adulte, il est traversé par les canaux excréteurs des glandes de Bowman 

sécrétant du mucus dans la cavité sous muqueuse. 
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Figure 18 : Représentation d’une coupe transversale de l’épithélium olfactif. 

1. cils dendritiques 2. cellules de soutien 3. cellules neurosensorielles 4. cellules basales 

globulaires 5. cellules basales horizontales. 

 

1. Les cellules de soutien 

Les cellules de soutien de l’épithélium olfactif traversent l’épithélium entre la lame 

basale et la lumière de la cavité nasale. Elles séparent et enveloppent partiellement les 

neurones olfactifs et remplissent plusieurs fonctions. Elles participent à la régulation de la 

composition ionique du mucus et interviendraient également dans la fonction de détoxication 

des molécules odorantes. Enfin, leur morphologie leur permettrait d’intervenir dans la 

cohésion de l’épithélium (Farbman, 1997). 

2. Les cellules neuroréceptrices 

Ce sont des neurones bipolaires. Leur corps cellulaire est localisé dans le tiers médian 

de l’épithélium. Ces neurones envoient un axone unique qui traverse la lame criblée de l’os 

éthmoïde chez les mammifères. Les projections axonales pénètrent dans le bulbe olfactif où 

elles forment des jonctions synaptiques avec les neurones de second ordre au niveau des 

glomérules olfactifs. A l’opposé, un dendrite se projette vers la lumière de la cavité nasale et 
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se termine par une protubérance portant 5 à 20 cils dendritiques. Ces cils, dont la membrane 

porte les molécules réceptrices aux molécules odorantes (OR), baignent dans l’épaisse couche 

de mucus qui tapisse l’épithélium et sont le siège de la réception des signaux olfactifs 

(Caggiano et al., 1994). La dépolarisation membranaire qui suit l’excitation de la cellule 

nerveuse se propage jusqu’au soma puis tout le long de l’axone vers le bulbe olfactif. Il faut 

noter que les neurones olfactifs sont les seuls neurones qui établissent des contacts directs à la 

fois avec l’environnement extérieur et avec le système nerveux central. Ils sont donc soumis à 

de nombreux stress qui les fragilisent. Leur durée de vie est en moyenne de quelques 

semaines. Ainsi, pour compenser la disparition régulière des cellules différenciées, les 

neurones olfactifs possèdent la particularité d’être produits tout au long de la vie à partir de 

cellules souches (Graziadei et Monti Graziadei, 1980). Dans le modèle aviaire, ces cellules 

expriment la calmoduline kinase II calcium dépendante (Leibovici et al., 1996), alors qu’elle 

expriment l’OMP (olfactory marqueur protein) chez les mammifères. 

3. Cellules basales 

Les cellules basales sont disposées dans le tiers basal de l’épithélium. Dans cette 

région des cellules en mitose peuvent être observées et sont considérées comme étant les 

cellules souches de l’épithélium olfactif. Deux sortes de cellules basales peuvent être 

distinguées. 

a) Les cellules basales horizontales (ou HBCs) 

Elles sont fusiformes et allongées le long de la membrane basale. Elles expriment la 

cytokératine 5 et 14 (Satoh et Yoshida, 2000) et pourraient être des cellules souches 

quiescentes. 

b) Les cellules basales globulaires (ou GBCs) 

Elles sont plus sphériques et superficielles seraient des cellules souches activées 

(Farbman, 1997). Ces cellules sont expriment le facteur de transcription Mash1 chez les 

mammifères et son homologue Cash1 chez le poulet (Cau et al., 1997). 
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B. La neurogenèse olfactive 

De nombreuses études ont permis de suggérer que parmi les cellules basales de 

l’épithélium olfactif se trouvent des cellules souches. Ces cellules, capables d’auto-

renouvellement, se divisent de manière asymétrique donnant naissance à une nouvelle cellule 

souche et à un précurseur neuronal. Ce dernier va par la suite se différencier en une nouvelle 

cellule sensorielle. A la fois les GBCs et les HBCs incorporent de la thymidine tritiée ce qui 

démontre leur activité mitotique (Graziadei et Monti Graziadei, 1980). De plus, chez le rat, 

peu après un tel traitement, 90 % des cellules marquées se situent dans la partie profonde de 

l’épithélium, suggérant que ce sont les cellules basales qui donnent naissance aux neurones 

matures. Les GBCs pourraient être des précurseurs directs des neurones olfactifs du fait de 

leur activité mitotique augmentée après bulbectomie, condition qui aboutit à la surproduction 

de nouveaux neurones (Carr et Farbman, 1992 ; Caggiano et al., 1994). Cependant il 

semble que les HBCs expriment un certain nombre de marqueurs caractéristiques des cellules 

souches (Carter et al., 2004) De plus, de récentes études tendent à prouver au contraire que 

ce seraient les HBC qui seraient les cellules souches de cet organe (Comte et al., 2006, voir 

annexe 2). 

Il semble donc qu’en dehors de sa fonction chimiosensorielle, le système olfactif 

représente un modèle unique de néoneurogenèse permettant de mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires qui régulent l’activation et l’auto-renouvellement des cellules 

souches ainsi que la différenciation des précurseurs neuronaux. De plus, ce potentiel de 

renouvellement neuronal ouvre de grandes perspectives thérapeutiques. 
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V. Glioblastomes 

A. Données générales 

Les glioblastomes sont les tumeurs astrocytaires malignes les plus indifférenciées du 

SNC, le plus souvent localisés au niveau des hémisphères cérébraux. Chez l'adulte, ce sont les 

tumeurs cérébrales les plus fréquentes (20 % de toutes les tumeurs intracrâniennes) 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. Ils surviennent à tout âge mais dans 70 % des cas entre 45 et 

70 ans. Les glioblastomes forment des masses molles, riches en vaisseaux sanguins, de 3 à 10 

cm de diamètre, de couleur vineuse, hétérogènes 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 à l'apparition de 

métastases. La tumeur est entourée d’une importante réaction oedémateuse qui est 

habituellement traitée par des glucocorticoïdes. Ces lésions se manifestent par des signes 

d'hypertension intracrânienne qui s'associe souvent à des changements du comportement, à 

des crises comitiales, à des déficits neurologiques focaux. Cette tumeur évolue rapidement, en 

2-3 mois, et même après chirurgie, radiothérapie puis chimiothérapie, son pronostic reste 

sombre sauf si le glioblastome provient de la transformation maligne d'un astrocytome de bas 

grade (glioblastome secondaire). La survie ne dépasse pas 1 à 2 ans après le diagnostic. Le 

traitement associe habituellement la chirurgie et la radiothérapie. La chimiothérapie est peu 

efficace en raison de problèmes de diffusion des molécules à travers la barrière hémato-

encéphalique et surtout dans la zone tumorale. 

Ces gliomes se développent aux dépens des cellules gliales de type astrocytaire. Il 

existe différents types de tumeurs astrocytaires, classées par ordre d’agressivité par 

l'Organisation Mondiale de la Santé : les astrocytomes diffus (garde II), les astrocytomes 

anaplasiques (grade III) et enfin les glioblastomes multiformes (grade IV). Les anomalies 

génétiques des tumeurs semblent différentes selon qu'il s'agit d'un glioblastome primaire (de 

novo) ou d'un glioblastome secondaire (développé à partir d'une tumeur astrocytaire bénigne). 

En effet, parmi les quatre gènes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, p16 / CDKN2 et PTEN / 
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MMAC1) et les deux oncogènes (MDM2 et CDK4) fréquemment altérés dans les gliomes, la 

mutation du gène p53 semble plutôt associée à des tumeurs astrocytaires qui évoluent 

progressivement vers la malignité, alors que l'amplification de l'EGFR est plutôt associée aux 

glioblastomes de novo (Hoang-Xuan et al., 1999). 

 

L’origine des gliomes pourrait correspondre à une anomalie concernant le 

développement des progéniteurs gliaux issus de la cellule souche neuroépithéliale. 

B. Cellules souches, différenciation gliale et normale chez 

l’adulte 

Chez l’adulte dans le système nerveux central (SNC) il existe des zones contenant des 

cellules souches, les cellules souches neuroépithéliales. Ces dernières sont localisées dans le 

gyrus denté, l’hippocampe et la zone sous ventriculaire. Elles ont pour caractéristique de se 

renouveler de façon permanente et de générer des progéniteurs neuronaux et gliaux résultant 

de divisions asymétriques (Ming et Song, 2005). Outre les cellules microgliales dont l’origine 

provient de la migration précoce de monocytes issus de la moelle osseuse, les autres cellules 

gliales, astrocytaire et oligodendrocytaire, pourraient dériver d’un précurseur glial commun : 

le GRP (« glial-restricted progenitor »). Bien que cette origine soit encore discutée, ce 

progéniteur tripotent serait à l’origine des cellules astrocytaires de type I et II (identifiés par 

des marqueurs phénotypiques) et des oligodendrocytes (Gregori et al., 2002 ; Noble et al., 

2004 ; Fan et al., 2006) (Figure19). Les astrocytes de type I participeraient à la formation de 

la barrière hémato-méningée isolant les neurones des capillaires sanguins. Les actrocytes de 

type II permettraient de réguler les concentrations ioniques autour des neurones, permettent la 

sécrétion de neurotransmetteurs et nourrissent les neurones (Ullian et al., 2001). Ces cellules 

jouent un rôle essentiel dans la différenciation (Lemke, 2001) et la survie des neurones (Bar, 

2000). Les astrocytes ont un pouvoir migratoire et interviennent également lors de réactions 

inflammatoires et jouent un rôle dans la « cicatrisation gliale » (Ridet et al., 1997 ; Etienne-

Manneville, 2002). 
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Figure 19 : Hypothèse de la différenciation astrocytaire à partir d’une cellules souches 

neuroépithéliales. 

CNS : cellule souche neuroépitliale ; GRP : glial-restricted progenitor ; NRP : neuronal- 

restricted progenitor ; FGF2 : Fibroblast growth factor 2 ; PDGF : Platelet derivated growth 

factor ; Astro I et II : astrocytes de type I et II ; Oligo : oligodendrocyte ; Gal-C : 

galactocérébroside ; GFAP : potéine gliale fibrillaire acide. 

 

A partir de la cellule souche neuroépithéliale (CNS) s’individualisent deux types de 

progéniteurs, ceux ne donnant que des neurones (NRP) et ceux permettant la formation des 

astrocytes et des oligodendroytes (GRP). Les cellules GRP sont reconnues par les anticorps 

A2B5 reconnaissant des gangliosides polysialylés (Kundu et al.,1983). Ces cellules auraient 

un pouvoir mitotique et différenciant sous l’action du FGF2 permettant d’une part la 

production directe ou non d’astrocytes de type I et d’autre part la formation du précurseur O-

2A (Gregori et al., 2002 ; Noble et al., 2004). Ce précurseur fut initialement découvert avant 

les cellules GRP par Raff et son équipe. Ils isolèrent ces cellules à partir de culture de nerfs 

optiques de jeunes rats et démontrèrent que ces cellules pouvaient donner des 

oligodendrocytes et des astrocytes de type II (Raff et al, 1983 ; Barnett et al., 1993 ; Kondo 

et Raff, 2000). Ce précurseur O-2A est reconnu par les anticorps A2B5 et O4 (reconnaissant 
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les sulfatides), il n’exprime ni de galactocérébroside (marqueur des oligodendrocytes) ni la 

GFAP (marqueur des astrocytes) (Gregori et al., 2002). In vitro, les cellules O-2A répondent 

à la stimulation par le PDGF en entrant en mitose (Hall et al., 1996). Les O-2A pourraient 

produire les oligodendrocytes (A2B5 -, O4 +, Gal-C +) et les astrocytes de type II (A2B5 +, 

O4 -, GFAP+). Néanmoins de nombreuses controverses subsistent sur les propriétés du 

précurseur de ces deux derniers types cellulaires (Noble et al., 2004). 

La caractérisation de ces progéniteurs fait actuellement l’objet de nombreuses 

recherches en raison de la découverte récente de progéniteurs multipotents dans les 

glioblastomes qui pourrait expliquer l’hétérogénéité cellulaire de ces tumeurs cérébrales. La 

diversité de ces progéniteurs pourrait être limitée par un blocage de la différenciation 

cellulaire comme cela a été observé pour la première fois lors de leucémies (Buick et al., 

1979). Ces progéniteurs transformés ne pourraient achever leur différenciation en astrocyte ou 

oligodendrocyte (Figure 20) (Sanai et al., 2005). L’identité de ce progéniteur glial 

conduisant à la cancérisation pourrait être l’O-2A (Noble et Mayer-Proschel, 1997). 
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Figure 20 : Théorie de l’arrêt de la maturation cellulaire. 

A : développement normal des progéniteurs neuronaux et gliaux permettant la différenciation 

des neurones, des astrocytes et des oligodendrocytes. 

B : Formation des astrocytomes par transformation néoplasiques des progéniteurs gliaux. 

Ces astrocytomes peuvent devenir des glioblastomes. 

C : Les progéniteurs gliaux accumulent des mutations conduisant à une accélération de la 

croissance des glioblastomes et à un arrêt complet de la maturation cellulaire. (D’après 

Sanai et al., 2005) 
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L’origine des glioblastomes est très discutée. L’une des premières hypothèses 

soutenue est la dédifférenciation de cellules gliales provoquant la cancérisation (Uhrbom et 

al., 2002) mais cette théorie n’explique pas tous les types de tumeurs astrocytaires comme les 

oligoastrocytomes (Sanai et al., 2005). La région sous ventriculaire, riche en cellules souches 

(Sanai et al., 2004), est proposée depuis longtemps comme étant une zone potentielle 

d’émergence des glioblastomes (Globus et al., 1942 ; Globus et al., 1944). En effet, de 

nombreux glioblastomes sont périventriculaires ou en continuité avec la région 

périventriculaire. Ils expriment fréquemment les mêmes marqueurs que les progéniteurs de 

cette structure (Koos et Horaczek, 1985 ; Dahlstrand et al., 1992 ; Tohyama et al., 1992 ; 

Sutton et al., 1992 ; Alvarez-Buylla et Garcia-Verdugo, 2002). De plus, ceci est conforté 

par le fait que cette zone puisse être plus facilement exposée à des virus oncogènes ou à des 

substances carcinogènes comme cela a été démontré expérimentalement chez l’animal (Vick 

et al., 1977). Les cellules immatures de la région périventriculaire ont, comme les cellules 

cancéreuses, des propriétés migratoires et un important potentiel infiltratif (Shoshan et al., 

1999 ; Doetsch et al., 2002 ; Palmer et al., 2000). Récemment, des cultures de cellules 

tumorales gliales provenant de patients ont permis de mettre en évidence la présence de 

cellules exprimant le CD133, marqueur de cellules souches, et ayant la capacité de former des 

neurosphères comme les cellules souches neurales (Singh et al., 2004). Comme lors de la 

différenciation des cellules souches du neuroépithélium, les voies de signalisations induites 

par les facteurs hedgehog (Dahmane et al., 2001) ou l’EGF (Wechsler-Reya et Scott, 2001) 

sont souvent impliquées au cours de la formations des glioblastomes. De plus, afin de 

proliférer, les glioblastomes sécrètent de nombreux facteurs de croissance et surexpriment les 

récepteurs de ces derniers (Wen et al., 2006). Les astrocytomes de bas grade (WHO de grade 

II) surexpriment le PDGF et le récepteur au PDGF alors que les glioblastomes surexpriment le 

récepteur à l’EGF (Maher et al., 2001). Pour ces raisons, de nouvelles thérapies inhibant ces 

facteurs de croissances ou stimulant les voies pro-apototiques sont étudiées (Wen et al., 

2006). 

Le rôle de Notch dans les cellules souches hippocampiques ainsi que dans les cellules 

tumorales a été étudié. Au moyen de transfections du domaine actif de Notch1 ou de Notch3 

des précurseurs hippocampiques ont pu être stabilisés et maintenu en culture (Tanigaki et al., 

2001). De plus, les cellules exprimant fortement le domaine actif de Notch présentent la 

morphologie et les marqueurs des cellules astrocytaires (Lundkvist et Lendahl, 2001). 



58 

L’implication de Notch au cours de la différenciation de la lignée gliale (Lundkvist et 

Lendahl, 2001) suggère que des modifications de la voie de signalisation de Notch pourraient 

participer au processus de tumorigenèse ou que ce récepteur Notch pourrait servir de 

marqueur d’agressivité des cancers et notamment des glioblastomes (Purow et al., 2005). 

C. Fas et voies de recherche thérapeutiques 

Aucune thérapeutique conventionnelle ne s’avère être curative ce qui nécessite donc la 

recherche de nouveaux traitements. C’est dans ce cadre que des molécules comme Fas 

peuvent être associées aux chimiothérapies classiques afin de diminuer la taille des 

glioblastomes (Roth et al., 1997). Comme c'est le cas pour les cellules neuroblastiques, les 

gliomes peuvent également être influencés par les récepteurs de mort. En effet, le récepteur 

Fas peut être exprimé au niveau d'astrocytomes ou de glioblastomes et induire l'apoptose de 

ces cellules (Kwon et al., 2001 ; Tani et al., 2001 ; Ciusani et al., 2002). Il peut également 

avoir un effet pro-inflammatoire (Choi et al., 1999 et 2003) lorsque les cellules sont stimulées 

par FasL ou au contraire activer la prolifération selon un système d'activation autocrine des 

cellules co-exprimant Fas et FasL (Shinohara et al., 2000). Afin de potentialiser l’effet 

apoptotique de Fas dans les glioblatomes, des associations à d’autres molécules s’avèrent 

donc nécessaire et pourraient concerner des molécules actuellement utilisées dans le cadre du 

glioblastomes Parmi celles-ci, l'étoposide augmente légèrement la survie grâce à son effet 

cytotoxique (Lavicka et al., 2001). De même, la dexamethasone, glucocorticoïde 

habituellement employé pour ses actions anti-oedémateuse et anti-inflammatoire possède un 

effet anti-tumoral sur des tumeurs expérimentales induites par la lignée gliale humaine U-87 

MG (Wang et al., 2004). 
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MATERIEL ET METHODES 
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I. Modèles animaux 

Les modèles animaux utilisés ont été de deux types. Le modèle aviaire est un modèle 

couramment utilisé lors des études sur le développement car il offre plusieurs avantage : une 

accessibilité aisée aux embryons et une discrimination du stage de développement précise. Le 

modèle rat nous à permis de nous rapprocher de la physiologie humaine dans le cadre 

d’études de xénogreffes. 

A. Modèle aviaire 

Afin de réaliser nos expériences, nous utilisons des embryons de poulet (Gallus gallus 

linné). Les œufs fécondés proviennent d’élevages commerciaux (INRA, Tours, France). La 

race des poulets utilisée pour notre étude est une race hétérozygote pour le gène « cou nu », 

sélectionnée par l’INRA.  

Les œufs fécondés sont stockés au minimum 24H dans une étuve (Elvetec, France) à 

température constante 15°C. Pour les expériences, ils sont incubés à 38°C dans une couveuse 

(Maino, Italie) en atmosphère humide afin d’assurer le développement des embryons. 

Les étapes du développement embryonnaire chez le poulet sont déterminées selon les 

tables de Hamburger et Hamilton (Hamburger et Hamilton, 1952). Pour les stades précoces 

(stade 7 à 17 selon H&H, correspondant au développement embryonnaire de 1 à 2,5 jours de 

développement), le développement est évalué plus précisément par le nombre de somites. A 

partir du 4ème jour d’incubation et jusqu’à l’éclosion au 21ème jour chez le poulet, le stade du 

développement est évalué par le nombre de jours d’incubation. 

1. Prélèvements d’épithéliums olfactifs de poulets. 

Les épithéliums olfactifs d’embryons de poulet sont prélevés sur des embryons de 14 

jours par microchirurgie à l’aide d’une loupe binoculaire. Ils sont déposés dans des boîtes de 

Pétri, la sous-muqueuse est enlevée et les épithéliums sont découpés à l’aide de pince de 

Paschell Wolff dans du milieu Neurobasal (Invitrogen, France). Les tissus sont dissociés 
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chimiquement et les cellules mises en culture selon les conditions décrites ci-dessous (cf infra, 

« cultures cellulaires »). 

2. Coupes tissulaires d’embryons de poulets 

Les embryons sont prélevés à différents stades de développement, sacrifiés et 

conservés à -80°C. Les tissus congelés sont coupés à l’aide d’un cryostat Leica CM3050 

(Allemagne). Des coupes sériées d’embryons in toto (ED4 à ED20) de 8 ou 12 µm 

d’épaisseur sont déposées sur des lames super frost permettant une meilleure fixation des 

tissus (Menzel Glazer, Allemagne) et conservées à - 80°C. 

B. Modèle développé chez le rat 

1. Prélèvements des épithéliums olfactifs 

Les rats (Wistar, Dépré, Chateauroux, France) âgés de 5 à 7 jours en post-natal sont 

sacrifiés par décapitation selon les recommandations du comité d’éthique français. Les têtes 

sont placées sous une loupe binoculaire afin de pratiquer les prélèvements. Après retrait de la 

peau au niveau du museau de l’animal et des tissus cartilagineux et conjonctifs, au niveau de 

la cavité nasale, les épithéliums olfactifs apparaissent de part et d’autre du septum nasal. Les 

deux épithéliums sont décollés de chaque côté du septum nasal et séparés de la lame criblée 

de l’os ethmoïde (zone de passage des axones qui établissent des connexions avec le bulbe 

olfactif). Les prélèvements ainsi effectués sont placés dans des boîtes de Pétri contenant du 

milieu Neurobasal (NB, Invitrogen, France) avant d’être dissociés chimiquement puis mis en 

culture (cf infra, « cultures cellulaires »). 

2. Modèles de glioblastomes obtenus par xénogreffes de cellules 

tumorales gliales humaines  

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

recommandations du Comité National d’Ethique. 

Cette étude a été réalisée afin de déterminer l’effet anti-tumoral de molécules sur des 

modèles de glioblastomes développés chez le rat, au moyen d’une lignée de cellules gliales 
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humaine, la lignée U-87 MG, implantée par stéréotaxie dans des cerveaux de rats 

immunodéprimés. Les rats utilisés sont des rats Nude (athymiques), femelles, âgées de deux 

mois (Charles River Laboratories, L’Arbresle, France) nourris et abreuvés à volonté et 

maintenus dans des cages individuelles en atmosphère stérile. 

Toutes les interventions chirurgicales ont été réalisées dans des conditions optimales 

de stérilité. 

a) Détermination de la zone d’implantation 

La localisation choisie pour l’implantation des cellules dans le cerveau est le putamen 

caudal droit. Afin d’observer précisément la région anatomique choisie chez chaque sujet 

d’étude, le putamen caudal est repéré grâce à ses coordonnées stéréotaxiques par rapport au 

bregma (zone d’union de deux sutures), coordonnées déterminées grâce à l’atlas de Paxinos et 

Watson (Figure 21). 

 

Zone d’injection 
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Figure 21 : Planche de l’atlas de Paxinos et Watson, 1982. 

 

Selon ces informations, les coordonnées stéréotaxiques du lieu d’injection ont été 

déterminées par rapport au bregma : 

- Antéro-postérieure : + 0,5 mm 

- Latéral : - 2,7 mm 

- Dorso-ventral : - 4,4 mm 

 

La localisation exacte de l’implantation a ensuite été adaptée aux rats greffés et au 

matériel utilisé. Les coordonnées ont ainsi été vérifiées en administrant 1 µL de bleu de 

méthylène (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) dans les cerveaux de trois rats. 

Après injection, les rats ont été sacrifiés et les cerveaux congelés. Des coupes coronales de 12 

µm d'épaisseur sont réalisées grâce à un cryostat et le lieu de l’injection est repéré grâce à la 

présence de bleu de méthylène. 

b) Anesthésie des rats 

Une semaine après leur arrivée dans l’animalerie, les rats sont pesés puis anesthésiés. 

Une première injection de midazolam (0,5 mg / 100 g, i.m., Merck, Lyon, France) a été 

effectuée (décontractant musculaire) et l’anesthésie est réalisée grâce à de la Kétamine 500® 

(5 mg / 100 g, i.p., Virbac Carros, France). 
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c) Préparation des cellules 

Les cellules, U-87 MG, sont tout d’abord décollées de leur support de culture grâce à 

du versène (Invitrogen, France), comptées sur lame de Malassez, puis reprises dans du liquide 

céphalo rachidien (LCR) de synthèse stérile (147 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1,2 mM CaCl2, 

0,85 mM MgCl2, Sigma Aldrich) à une concentration de 106 cellules dans 4 µL. 

La viabilité des cellules a été déterminée après une heure dans le LCR grâce à du bleu 

de trypan (Sigma Aldrich). 

d) Protocole de greffes des cellules 

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

(David Kopf instruments, CA, USA) : 

 

Figure 22 : appareil de stéréotaxie utilisé. 

 

La tête des rats est fixée dans l’appareil de stéréotaxie (Figure 22) grâce aux dents et 

par l’intermédiaire de barres d’oreilles qui entrent dans le conduit auditif de l’animal. Après 

nettoyage chirurgical, une incision sagittale de la peau est réalisée afin de visualiser la 

position exacte du bregma, le point 0 des coordonnées. La pointe d’une seringue Hamilton, 

fixée à l’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 l’appareil à 
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stéréotaxie en fonction des coordonnées déterminées grâce à l’atlas de Paxinos et Watson. La 

boite crânienne est alors perforée au moyen 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 23 : Système d'injection des cellules lors des xénogreffes. 

 

Les cellules sont alors injectées à raison de 0,5 µL toutes les minutes, afin de ne pas 

léser le cerveau par une surpression du liquide, et l’aiguille est lentement retirée 2 minutes 

après la fin de l’injection afin d’éviter que les cellules soient entraînées avec l’aiguille lorsque 

celle-ci est enlevée (Figure 23). 

L’orifice d’injection dans le crâne est ensuite rebouché grâce à de la cire à os (Horsley 

wax, B Braun Medical, Boulogne, France), la boite crânienne est nettoyée au sérum 

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

Un groupe de 5 rats, défini comme « contrôle sain », a subit le même protocole de 

greffe mais le LCR injecté ne contenait aucune cellule. 

e) Traitement de la tumeur par perfusion intra-cérébrale continue 

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

ont permis d’administrer un traitement aux rats greffés de façon continue pendant 14 jours. 

(1) Principe de la pompe 
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Une pompe osmotique Alzet (Alzet, modèle 1002, Charles River Laboratories) est 

utilisée pour délivrer la solution comportant les différentes molécules testées dans la zone où 

se développe la tumeur. Cette pompe osmotique dispose d’un réservoir de 90 µL et permet 

une distribution constante et continue de substances pendant 14 jours avec un débit de 0,25 

µL par heure. Le réservoir de la pompe osmotique est relié à une canule par l’intermédiaire 

d’un cathéter flexible (Figure 24). 

 

Figure 24 : Pompe osmotique Alzet. 

 

Le fonctionnement de cette pompe est assuré par un mouvement de liquide  

physiologique, provenant du rat, dans la pompe au travers de la membrane semi-perméable 

extérieure selon un gradient osmotique (Figure 25), ceci comprime le réservoir flexible 

imperméable situé à l’intérieur de la pompe contenant la substance, et permet la diffusion de 

celle-ci dans le cathéter. La solution est ainsi délivrée au niveau de la canule. 

 

Figure 25 : Coupe schématique des pompes osmotiques Alzet. 
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(2) Préparation de la pompe osmotique 

Les pompes osmotiques sont préparées dans un environnement entièrement 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 à 4,5 mm, 

profondeur à laquelle ont été injectées les cellules (Figure 26). 

 

Figure 26 : Ajustement de la profondeur des canules par des espaceurs. 

 

Le réservoir de chaque pompe a été rempli de LCR seul (contrôle sain, n = 5) ou de 

LCR contenant du FasL (0,47 ng / h) et de l’étoposide (75 ng / h) (n = 5) ou de LCR 

contenant du FasL, de l’étoposide et de la dexaméthasone (0,66 ng / h) (n = 5). 

(3) Implantation de la pompe osmotique 

Elle a été réalisée en conditions stériles sous anesthésie générale, selon les conditions 

décrites précédemment, au moyen du système de stéréotaxie. Après nettoyage cutané, une 

incision sagittale est réalisée, l’os nettoyé et la cire à os retirée. La canule est alors placée, 

grâce à l’appareil de stéréotaxie, dans l’orifice initialement réalisé pour l’injection des 

cellules, le réservoir de la pompe est inséré dans une poche sous-cutanée entre les deux 

omoplates. La canule est alors scellée sur l’os grâce à une vis d’ancrage et à du ciment 

dentaire (Pr scell glass-ionomer, Pierre Roland, Merignac, France) fixant en un seul bloc la 

vis et la canule. Finalement, la boite crânienne est nettoyée au sérum physiologique stérile, les 

plans cutanés sont suturés et recouverts d’un antibiotique appliqué par voie locale. 

Quatre groupes de 5 rats ont ainsi été étudiés : 
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 - les contrôles sains qui ont reçus 4 µL de LCR à 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 

dexaméthasone. 

f) Suivi clinique 

Un examen clinique journalier a été réalisé après chaque intervention. Une recherche 

systématique de symptômes cliniques a été réalisée avant et après la pose de la pompe 

osmotique ainsi que sur les contrôles sains. Les principaux symptômes recherchés ont été 

l’apathie, l’anorexie, la perte de poids, l’épistaxis, la parésie, la perte d’équilibre, des 

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

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

l’injection des 4 µL de LCR selon les protocoles éthiques. Dans le cas d’apparition de 

symptômes cliniques, les animaux ont été euthanasiés prématurément. Les pompes ont alors 

été vérifiées et une autopsie a systématiquement été réalisée. Les cerveaux prélevés ont été 

rapidement congelés et conservés à – 80°C. 
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II. Cultures cellulaires 

A. Cultures primaires d’épithéliums olfactifs 

Les prélèvements subissent une dissociation chimique par ajout de de trypsine à 10 % 

dans du milieu Neurobasal (Invitrogen) pendant 30 minutes à 37°C en présence de 5 % de 

CO2. L’action de la trypsine est arrêtée par adjonction volume à volume de milieu Neurobasal 

supplémenté en B27 1X (Invitrogen). La dissociation cellulaire est réalisée par passages dans 

une aiguille de 0,6 x 25 mm de diamètre puis filtrée sur tamis cellulaire de 100 µm (Nunc). 

Les cellules sont mises en culture à 37°C, 5% CO2 en atmosphère humide dans des chambres 

de culture à 8 puits (SonicSeal Slide, Nunc) en milieu Neurobasal contenant du B27 (1X), 0,1 

% de fungizone (Invitrogen), 50 UI / mL de pénicilline (Invitrogen), 50 µg / mL de 

streptomycine (Invitrogen). Le milieu est renouvelé toutes les 48 heures. 

B. Lignée gliale humaine 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 Sérum de veau 

foetal décomplémenté (SVF), 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 UI / mL de pénicilline, 

50 µg / mL de streptomycine et 0,1 % de fungizone (Invitrogen). 

La lignée cellulaire U-87 MG est composée de cellules adhérentes entretenues dans 

des flasques de culture de 25 cm2 et maintenues à 37°C dans un incubateur sous 5 % de CO2 

et en atmosphère humide (95 %). Les cellules sont décollées des flasques par un traitement de 

10 minutes à 37°C en présence de versène. Les cellules sont centrifugées à 200 g pendant 5 

minutes, puis ensemencées à différentes densités selon les expérimentations. Les cellules 

remises en culture sont maintenues pendant 2 jours avant toute expérimentation. 
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C. Ensemencement des cellules 

Les cellules de la lignée U-87 MG sont entretenues dans des flasques de culture de 25 

cm2 (105 cellules / flasques) et ensemencées selon les conditions décrites ci dessous selon les 

différentes conditions expérimentales (Tableau 4). 

2.104 cellules/puits

2.104 cellules/puits

Chambre de 
culture 8 puits

TUNEL

100 cellules/puits ou
10 000 cellules/puits

Immunofluorescence

104 cellules/puitsElisa Cell Death

2.105 cellules/puitsCytométrie en flux

105 cellules/puitsBrdU par cytométrie

Chambre de 
culture 4 puitsPlaque 96 puitsPlaque 6 puits

2.104 cellules/puits

2.104 cellules/puits

Chambre de 
culture 8 puits

TUNEL

100 cellules/puits ou
10 000 cellules/puits

Immunofluorescence

104 cellules/puitsElisa Cell Death

2.105 cellules/puitsCytométrie en flux

105 cellules/puitsBrdU par cytométrie

Chambre de 
culture 4 puitsPlaque 96 puitsPlaque 6 puits

 

Tableau 4 : ensemencement des cellules en fonction des techniques utilisées. 

Les plaques à 6 et 96 puits ainsi que les chambres de culture Lab-Teks à 4 et 8 puits sont 

fournies par Nunc. 

D. Conditions de stimulation des cellules 

Toutes les études de prolifération ou d’apoptose ont été réalisées à plusieurs temps 

d’exposition à différentes molécules (Tableau 5). 
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4 heuresPromégaVariableNerf Growth
FactorNGF

12/48 heuresCalbiochem1 µMInhibiteur de 
gamma-sécrétase

Gamma-
Secretase
inhibitor X

24/48 heures
Sigma-AldrichVariable

Inhibiteur des 
topoisomérases

de type II
Etoposide

24/48 heures
10-7 Mcorticostéroïde Dexaméthasone

24/48 heures
Diaclone ou 

Alexis 
Biochemicals

Variable

« Super Fas
Ligand »

recombinant 
humain

Rh Super Fas
Ligand

Temps 
d’expositionFournisseurs

Concentrations 
finales 

d’utilisation
NatureNoms

4 heuresPromégaVariableNerf Growth
FactorNGF

12/48 heuresCalbiochem1 µMInhibiteur de 
gamma-sécrétase

Gamma-
Secretase
inhibitor X

24/48 heures
Sigma-AldrichVariable

Inhibiteur des 
topoisomérases

de type II
Etoposide

24/48 heures
10-7 Mcorticostéroïde Dexaméthasone

24/48 heures
Diaclone ou 

Alexis 
Biochemicals

Variable

« Super Fas
Ligand »

recombinant 
humain

Rh Super Fas
Ligand

Temps 
d’expositionFournisseurs

Concentrations 
finales 

d’utilisation
NatureNoms

 

Tableau 5 : Liste des molécules déposées sur les cellules. 
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III. Tri cellulaire 

A. Principe de la SdFFF 

La SdFFF (Sedimentation Flux Flow Fractionation) est une technique qui permet en 

un temps limité, sans marquage préalable, et en respectant l'intégrité cellulaire, de séparer des 

cellules hétérogènes en fonction de leurs différentes propriétés physico-chimiques : taille, 

densité et forme. Ainsi, à densité égale, les particules de plus grande taille seront éluées avant 

les particules de plus faible diamètre. Il est à noter qu'à taille égale les cellules les plus denses 

sont retenues plus longtemps que celles de densité moindre (Figure 27). 

Les conditions de séparation (force du champ externe appliqué et flux de phase 

mobile) doivent être déterminées spécifiquement dans nos conditions. Le respect de la 

viabilité cellulaire de cette technique a été montré au cours de l'étude de l'élution de différents 

types cellulaires tel que le tri de cellules ES (Guglielmi et al., 2004). Aucun accroissement 

spécifique de la mortalité cellulaire n’a été détecté après élution en SdFFF. 

FLUXFLUX

CHAMPCHAMP

Ligne de flux

L1

L = f(taille, densité, forme)

V1

V2

L2

LL11 > L> L22 = V= V11 > V> V22FLUXFLUX

CHAMPCHAMP

Ligne de flux

L1

L = f(taille, densité, forme)

V1

V2

L2

LL11 > L> L22 = V= V11 > V> V22

 

Figure 27 : Principe de la SdFFF. 
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Cette technique a été réalisée par le Dr S. Battu et Madame G. Bégaud-Grimaud, dans 

le laboratoire de Chimie Analytique et Bromatologie du Pr P. Cardot à la Faculté de 

Pharmacie de Limoges. 

B. Préparation de l’appareil avant tri cellulaire 

Le système de séparation est décontaminé par une solution de Clenz® (Beckman 

Coulter, Villepinte Roissy, France) puis d’eau ainsi qu’une solution à 3 % d'hypochlorite de 

sodium (Sigma Aldrich), suivi d'un rinçage durant une nuit par de l'eau distillée stérile et 

apyrogène. Quelques heures avant utilisation, cette phase mobile est remplacée par une 

solution de tampon salin phosphate (PBS) stérile additionné de 50 UI / mL de pénicilline, 50 

μg / mL de streptomycine et 0,1 % de fungizone. 

Les cellules d’épithélium olfactif de poulet, après dissociation, sont injectées dans le 

canal. Une fois le tri réalisé, les différentes fractions cellulaires obtenues sont mises en 

culture. 
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IV. Préparation des plasmides contenant les inserts 

d’intérêt 

A. Transformation des bactéries 

Les plasmides pBSK (Figure 28) ou pGEM-T Easy (Figure 29) ou pGEM 4Z (Figure 

30), selon le cas, contenant les inserts sont amplifiés par transformations bactériennes à partir 

des bactéries JM109 (Promega) rendues compétentes par fragilisation de leur paroi à l’aide de 

chlorure de calcium (Promega). 

 

Figure 28 : Représentation du plasmide pBSK-. 
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Figure 29 : Représentation du plasmide pGEM-T Easy. 

 

 

Figure 30 : Représentation du plasmide pGEM 4Z. 

Le plasmide (200 ng) contenant l’insert d’intérêt est mis en contact avec 50 µL de 

bactéries JM109 pendant 20 minutes dans la glace. Un choc thermique à 42°C pendant 1 

minute puis 2 minutes dans la glace favorisent l’entrée des vecteurs dans les bactéries. Les 

bactéries ainsi 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 ajusté à 7,4 

avec NaOH 10 N, Sigma Aldrich). Dans le milieu gélosé sont ajoutés de l’ampicilline (50 µg / 

mL, Promega) et de l’X-Gal (80 µg / mL, Promega) et de l’IPTG (0,5 mM, Promega) afin de 

sélectionner les bactéries transformées par les plasmides (pGEM-T Easy ou pBSK ou pGEM 

4Z). 
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L’ampicilline contenue dans la gélose permet de sélectionner les bactéries résistantes à 

cet antibiotique, c’est-à-dire les bactéries contenant un plasmide. Le gène de la β-

galactosidase, lacZ, permet de sélectionner les bactéries transformées par un plasmide 

contenant le fragment d’intérêt. L'IPTG agit alors comme inducteur du gène lacZ tandis que le 

X-Gal permet de mettre en évidence la présence d'une activité β-galactosidase en donnant une 

réaction colorée. 

Ces boîtes de gélose sont alors placées dans une étuve à 37°C pendant au moins 12 

heures. Les colonies bactériennes blanches sont composées de bactéries qui contiennent le 

plasmide et dont le gène lacZ n’est pas fonctionnel, c’est-à-dire dont le gène lacZ est coupé 

par le fragment d’intérêt. 

B. Mise en culture de bactéries transformées par un plasmide 

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

d’augmenter la quantité des plasmides d’intérêts. 

Plusieurs colonies blanches composées de bactéries résistantes à l'ampicilline, et ayant 

donc intégré un plasmide, sont déposées dans 2 mL de milieu Luria-Bertani (LB) contenant de 

l’ampicilline (1 clone bactérien / 2mL). L’amplification des clones est réalisée sous agitation, 

6 à 12 heures et à 37°C. 

C. 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). 

Après centrifugation et élimination du surnageant, les bactéries sont remises en 

suspension puis lysées en tampon de lyse. De la phosphatase alcaline est également ajoutée à 

la fin de l’étape de lyse. Elle permet l’inactivation des endonucléases qui pourraient dégrader 

l’ADN et la dégradation les protéines présentes dans le milieu. Une étape de neutralisation 

permet d’arrêter la lyse et diminue l’activité de la phosphatase alcaline. Les débris cellulaires 

sont éliminés par centrifugation et l’ADN plasmidique solubilisé est accroché à la membrane 
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d’une mini colonne lors du passage de la phase aqueuse. Après deux rinçages, l’ADN est élué 

de la membrane par simple ajout d’eau. 

La présence ainsi que les tailles des inserts sont vérifiées par digestion enzymatique : 

10 µL de plasmide sont ajoutés à 2 µL de tampon de digestion (10X) ainsi que 5 unités de 

chaque enzyme de restriction coupant de part et d’autre de l’insert d’intérêt (Tableau 6). Le 

volume réactionnel est ramené à 20 µL avec de l’eau ultrapure et le milieu de réaction est 

incubé 2 heures à 37°C (ou 30°C si on utilise ApaI). Le produit de digestion est analysé par 

électrophorèse sur gel de TBE 1X (Tris Borate EDTA) (Gibco BRL) contenant 0,7 à 2 % 

d’agarose (Gibco BRL) en fonction des inserts contenus dans les plasmides. 

Si le plasmide contient l’insert, le reste de la suspension bactérienne est mis en culture 

dans 500 mL de milieu LB supplémenté en ampicilline (100 µg / mL) à 37°C, sous agitation, 

pendant 16 heures. Le plasmide est ensuite purifié à l’aide du Kit Wizard Plus Maxipreps 

DNA Purification System (Promega). L’extraction et la purification des plasmides sont 

vérifiées de la même manière que pour les minipréparations par digestions enzymatiques et 

électrophorèses. 

pGEM 4Z

pGEM 4Z

pGEM 4Z

pBSK-

pGEM-T-Easy

pGEM-T-Easy

Vecteurs

BamH I
Nar ICOR4

Sac I
Hind III

COR3

EcoR I
Sac I

COR2

EcoR I
Xho I

Notch1

Sal I
Apa I

CCN1 (Cef10)

Sal I
Nco I

CCN3 (Nov)

Enzymes de 
restrictionGènes d’intérêts

pGEM 4Z

pGEM 4Z

pGEM 4Z

pBSK-

pGEM-T-Easy

pGEM-T-Easy

Vecteurs

BamH I
Nar ICOR4

Sac I
Hind III

COR3

EcoR I
Sac I

COR2

EcoR I
Xho I

Notch1

Sal I
Apa I

CCN1 (Cef10)

Sal I
Nco I

CCN3 (Nov)

Enzymes de 
restrictionGènes d’intérêts

 

Tableau 6 : Correspondance des inserts, vecteurs et enzymes de restriction utilisés. 
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V. Séquençage 

A 200 ng de plasmide (pGEM-T Easy ou pBSK ou pGEM 4Z) contenant le gène 

d’intérêt (Tableau 6) sont ajoutés 2,5 μL de solution d’amorces SP6, T3 ou T7 (10 ng / μL) 

(Roche Molecular, Allemagne) et le volume final est ramené à 10 µL avec de l’eau ultrapure. 

Le mélange obtenu contenant le plasmide est dénaturé par choc thermique : 3 minutes à 95°C 

immédiatement suivies de 3 minutes dans la glace. Quatre microlitres d’un mélange 

réactionnel contenant les 4 didéoxynucléotides marqués par des fluorochromes différents 

(Roche Molecular) et de la Taq polymérase (Gibco BRL) sont alors ajoutés à la solution 

dénaturée et une réaction de polymérisation en chaîne est réalisée selon le programme 

suivant : (5’ à 95°C) x 1 puis (30’’à 95°C + 10’’ à 51°C + 4’ à 60°C) x 30 (Applied 

Biosystems, Lincoln Center Drive Foster, CA, USA). Le volume réactionnel après PCR est 

complété à 30 µL avec de l’eau ultrapure. La précipitation des produits de PCR est réalisée à 

l’aide de 2 volumes d’éthanol froid à 95 % et d’une incubation de 15 minutes sur la glace. 

Une centrifugation de 10 000 g pendant 20 minutes à 4°C permet d’obtenir un culot qui est 

lavé à l’aide de 200 µL d’éthanol à 70 %, centrifugé de nouveau et séché 10 minutes à 

température ambiante. Il est ensuite repris dans 20 µL de tampon d’échantillon (Applied 

Biosystems) et dénaturé par choc thermique afin d’empêcher la renaturation des brins. Le 

produit de la réaction de séquence est analysé par électrophorèse capillaire sur gel de 

polyacrylamide à l’aide d’un séquenceur automatique (Applied Biosystems). 
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VI. Hybridation in situ 

A. Préparation des sondes 

Les sondes utilisées lors de l’hybridation in situ sont synthétisées par transcription in 

vitro. Le marquage de l’ARN synthétisé est réalisé par incorporation, lors de la transcription, 

d’UTP marqué à la digoxigénine. Durant ces étapes, il est nécessaire de travailler dans un 

environnement exempt de RNAse, et à des températures ne dépassant pas 4°C afin d’éviter 

une dégradation rapide des ARNs. 

1. Principe du marquage à la digoxigénine (DIG) 

Le système DIG de marquage non radioactif utilise la digoxigenine, un haptène 

stéroïde qui permet de marquer l’ARN néosynthétisé. Pour produire des ARNs marqués par la 

DIG, l’ADNc cloné est transcrit in vitro par les ARN polymérases (SP6 ou T7 ou T3), en 

présence d’UTP marqué à la DIG. Leur détection est réalisée grâce à un anticorps anti-

digoxigénine dont le fragment Fab est couplé à une enzyme ; la phosphatase alcaline. Son 

activité enzymatique est visualisée par son action sur un substrat spécifique : le NBT-BCIP 

(nitroblue-tetrazolium, 5-bromo 4-chloro 3-indolylphosphate) (Roche Molecular) provoquant 

une réaction colorée (Figure 31). 
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Figure 31 : Principe de l’hybridation in situ. 

SMC, site multiple de clonage ; DIG, digoxigénine. 

2. Linéarisation du plasmide 

La linéarisation du plasmide au niveau du site multiple de clonage est nécessaire pour 

une bonne synthèse de la sonde. En effet, elle évite la transcription complète du vecteur. 

L’enzyme de restriction est choisie dans le site multiple de clonage, en position opposée au 

site d’initiation de l’ARN polymérase qui a été choisie en fonction de la sonde souhaitée 

(Tableau 7). Ainsi l’une des sondes correspond à l’antisens de l’ARN messager synthétisé in 

vivo, alors que l’autre est la copie conforme de l’ARN messager et ne pourra donc pas 

s’hybrider avec ce dernier. Ce type de sonde sert de contrôle négatif, permettant de vérifier la 

spécificité d’accrochage de la ribosonde. 

A 10 µg de plasmide sont ajoutés 5µL de tampon de digestion (10X), et 10 unités 

d’enzyme de restriction. Le mélange, pour un volume final de 50 µL, est complété avec de 

l’eau ultrapure. Après une digestion enzymatique de 2 heures à 37°C (ou 30°C pour ApaI), la 

linéarisation du plasmide est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose à 2 %. 

3. Transcription in vitro 

Le plasmide linéarisé (0,05 µg / µL final) est mélangé aux trois nucléotides 

triphosphate dont les dUTP sont marqués (1X final) ainsi qu’au tampon de transcription de 
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l’ARN polymérase (1X final) (Roche Molecular). Les ARN polymérases SP6 ou T7 ou T3 

(Roche Molecular) sont ensuite rajoutées à hauteur de 2 UI / µL. Afin de limiter la 

dégradation des ARN, un inhibiteur de RNase est ajouté (1 UI / µL final) (Roche Molecular) 

puis le volume est ajusté à 20 µL avec de l’eau ultrapure. La réaction de synthèse des ARN 

marqués est alors réalisée à 37°C pendant 2 h. 

T7
SP6

SP6
T7

SP6
T7

T7
T3

T7
SP6

T7
SP6

ARN polymérases
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BamH I
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Sac I

Sac I
EcoR I

EcoR I
Xho I

Sal I
Apa I

Sal I
Nco I

Enzymes de 
restriction

Antisens
SensCOR4

Antisens
Sens

COR3

Antisens
Sens

COR2

Antisens
Sens

Notch1

Antisens
Sens

CCN1 (Cef10)

Antisens
Sens

CCN3 (Nov)

RibosondesGènes d’intérêts

T7
SP6

SP6
T7

SP6
T7

T7
T3

T7
SP6

T7
SP6

ARN polymérases

Nar I
BamH I

Hind III
Sac I

Sac I
EcoR I

EcoR I
Xho I

Sal I
Apa I

Sal I
Nco I

Enzymes de 
restriction

Antisens
SensCOR4

Antisens
Sens

COR3

Antisens
Sens

COR2

Antisens
Sens

Notch1

Antisens
Sens

CCN1 (Cef10)

Antisens
Sens

CCN3 (Nov)

RibosondesGènes d’intérêts

 

Tableau 7 : Ribosondes synthétisées, leurs vecteurs et les ARN polymérases utilisées. 

4. Précipitation de produits de transcription 

Aux produits de transcription sont ajoutés 0,1 volume de chlorure de lithium 4M et 2,5 

volumes d’éthanol absolu froid. Le mélange est précipité 2 heures à - 80°C. La solution de 

ribosondes est ensuite centrifugée à 10 000 g pendant 20 minutes à une température de 4°C. 

Le culot ainsi obtenu est lavé à l’éthanol à 70% puis centrifugé à nouveau dans les mêmes 

conditions que précédemment. Après séchage, la ribosonde est reprise dans 20 µL d’eau 

ultrapure. 

B. Dot-blot 

Il permet de vérifier la qualité de marquage de la sonde, mais également de quantifier 

ce marquage. Sur une membrane chargée positivement (Hybond-N+, Amersham Pharmacia, 

Angleterre), 1µL de préparation de ribosondes pure ainsi qu’1 µL de sonde diluée au 10ème, au 

100ème et au 1 000ème sont déposés. La même opération est effectuée pour un témoin positif 

de concentration connue (ARN marqué à la DIG 100 ng / µL) et pour un témoin négatif non 
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marqué. La membrane est ensuite séchée à l’air et l’ARN fixé par exposition aux UV. Le 

marquage est révélé par le NBT-BCIP (Roche Molecular) selon un protocole identique à celui 

utilisé lors de l’hybridation in situ. 

Afin de vérifier l’intégrité des sondes néo-synthétisées ainsi que leur taille, 2 µL de 

chacune d’elles sont soumis à une électrophorèse sur gel de TAE 1X à 1,2% d’agarose. 

C. Hybridation sur coupe tissulaire 

1. Fixation 

Les coupes tissulaires sont préalablement fixées 8 minutes dans du paraformaldéhyde 

(PFA) 4% (Sigma Aldrich). L’excédent de PFA est éliminé par 3 lavages de 5 minutes dans 

du PBS. 

2. Préhybridation 

La préhybridation prépare les coupes à l’hybridation en bloquant les sites non 

spécifiques où pourraient se fixer la ribosonde. Les coupes sont placées 10 minutes dans le 

tampon d’acétylation afin d’empêcher l’action des RNAses endogènes. L’excès de tampon 

d’acétylation est éliminé par trois lavages de 5 minutes en PBS 1X. Deux cent microlitres de 

milieu de préhybridation [formamide 50% (Calbiochem, Allemagne), Saline Sodium Citrate 

5X (SSC)(Eppendorf, Allemagne), Denhart 5X (Roche Molecular), tRNA (1,25 ng), solution 

de blocage (1 %) (Roche Molecular)] contenant de l’ADN de sperme de saumon (0,5 mg / mL 

final) sont déposés par coupe pendant 4 à 6 h à température ambiante dans une atmosphère 

humide de SSC 5X. 

3. Hybridation 

Les ribosondes sont préalablement dénaturées à 85°C pendant 5 minutes et rapidement 

transférées dans la glace. Cette étape permet d’éliminer toutes les structures secondaires de 

l’ARN qui pourraient empêcher l’hybridation de la sonde. A 460 µL tampon de pré-

hybridation préalablement chauffé à 72°C sont rajoutés 90 ng de ribosonde. Cinquante 

microlitres de ce mélange sont déposés sur chaque lame ensuite recouverte d’une lamelle. 

L’hybridation est réalisée à 72°C (température d’hybridation spécifique des sondes utilisées), 
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pendant 14 heures dans une atmosphère humide de SSC 5X empêchant ainsi l’assèchement 

des coupes tissulaires. 

4. Lavages stringents 

Durant cette étape, permettant d’éliminer l’excès de sonde, les lames sont plongées 

dans du SSC 5X, préchauffé à 72°C, jusqu'à ce que les lamelles se décollent. Un bain d’une 

heure dans une solution de SSC 0,2X à 72°C garantit la spécificité de liaison de la ribosonde. 

Enfin, un dernier bain de SSC 0,2X est ensuite effectué afin de ramener les lames à 

température ambiante. 

D. Révélation 

Les lames sont plongées dans un tampon de lavage (B1) [acide maléique 0.1M, NaCl 

0.15M, (pH 7,5) (Sigma Aldrish)] pendant 5 minutes à température ambiante afin d’éliminer 

le SSC puis, recouvertes pendant 2 heures d’une solution de blocage (B2) [B1+ solution de 

blocage à 1% final] (Roche Molecular) préparée extemporanément. Cette étape permet de 

saturer les sites non spécifiques pouvant être reconnus par l’anticorps. Un mélange de B2 et 

d’anticorps anti-DIG (Roche Molecular) dilué au 1 / 5000ème est déposé sur chacune des 

lames pendant 1 heure. Deux lavages de 30 minutes dans le tampon B1 permettent d’éliminer 

les anticorps qui ne se sont pas fixés. Le pH des coupes est ensuite équilibré à 9,5 dans le 

tampon de révélation (B3) [Tris HCl 100 mM (Sigma Aldrich), NaCl 100 mM (Sigma 

Aldrich), MgCl2 5 mM (Sigma Aldrich) (pH 9,5)] pendant 5 minutes. La solution de 

révélation est préparée à partir de 10 mL de tampon B3 auxquels sont ajoutés 200 µL de 

nitroblue tetrazolium / 5-bromo-4-chloro-3-. indolyl-phosphate (NBT-BCIP), 200 µL de ce 

mélange sont déposés sur chaque lame. Après incubation de 2 heures à 30°C, la réaction 

enzymatique est arrêtée par rinçage des lames à l’eau distillée. Les coupes marquées peuvent 

être conservées dans du PBS ou bien montées dans un milieu aqueux (Immu-mount, Shandon, 

Waltham, MA, USA) puis stockées à 4°C. L’observation est effectuée sur microscope Leica 

DMRX en fond clair ou en contraste interférentiel (Nomarski). Les prises de vues effectuées 

par une caméra sont enregistrées par informatique. Le logiciel LIDA (Leica, France) est 

utilisé pour la gestion des images. 
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VII. Détections protéiques 

A. Cytométrie en flux 

1. Immunomarquage 

Après retrait du milieu de culture, les cellules sont décollées par ajout de 1 mL de 

versène, incubées 10 minutes en incubateur à 37°C et 5% CO2. La suspension cellulaire ainsi 

obtenue est centrifugée à 4°C pendant 5 minutes à 200 g. Le culot cellulaire est repris dans du 

Triton X100 (0,1 % final) durant 4 minutes à 4°C afin de perméabiliser les cellules. Après 

ajout de PBS, les cellules sont centrifugées 5 minutes à 200 g. Après élimination du 

surnageant le culot cellulaire est repris dans du Versène / SVF 10 % (V / SVF) à raison de 

2.106 cellules / mL. La suspension cellulaire est répartie dans des tubes de cytométrie (100 µL 

/ tube) auxquels sont ajoutés les différents anticorps primaires (Tableau 8) incubés pendant 

30 minutes sur glace. Après ajout de 500 µL de V / SVF, chaque tube est centrifugé à 4°C 

pendant 5 minutes à 200 g et les surnageants sont éliminés avant l’addition de 100 µL de V / 

SVF contenant l’anticorps secondaire (Tableau 9), incubé pendant 30 minutes sur glace et à 

l’obscurité. Un nouveau lavage est réalisé comme précédemment avec 500 µL de V / SVF par 

tube, et une centrifugation de 5 minutes à 4 °C et à 200 g, puis les culots cellulaires sont repris 

dans 500 µL de V / SVF / PFA 1 %. Les suspensions cellulaires sont conservées à 4°C et à 

l’obscurité. L’analyse des marquages est réalisée grâce à un cytomètre en flux Epics XL-MCL 

Coulter (Coulter, Hialeah, FL, USA) et FacsVantage (Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA). 
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Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Jagged1 (H114)1/50IgG polyclonal de 

lapinJagged1

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Delta4 (H70)1/50IgG polyclonal de 

lapinDelta4

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Delta1 (H265)1/50IgG polyclonal de 

lapinDelta1

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Notch1 ICN (C20)1/50IgG polyclonal de 

lapinNotch1

DakoCytomationswin anti-rabbit FITC1/100IgG de porcAnti-lapin-
FITC

DakoCytomationW3/25VariableIgG1Isotypique
de souris

Santa Cruz 
BiotechnologySc-3888VariableIgGIsotypique

de lapin

DakoCytomationGoat anti-mouse FITC1/100IgG de chèvreAnti-souris-
FITC

SantaCruz
BiotechnologyAnti-mouse Alexa 6331/500IgG de chèvre Alexa 633

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-vimentine, sc323221/50IgG1 de sourisVimentine

Sigma-AldrichAnti-BrdU1/50IgG de sourisBrdU

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Jagged (H143)1/50IgG polyclonal de 

lapinJagged2

FournisseursNomsDilutionsIsotypes
Spécificité

de 
anticorps

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Jagged1 (H114)1/50IgG polyclonal de 

lapinJagged1

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Delta4 (H70)1/50IgG polyclonal de 

lapinDelta4

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Delta1 (H265)1/50IgG polyclonal de 

lapinDelta1

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Notch1 ICN (C20)1/50IgG polyclonal de 

lapinNotch1

DakoCytomationswin anti-rabbit FITC1/100IgG de porcAnti-lapin-
FITC

DakoCytomationW3/25VariableIgG1Isotypique
de souris

Santa Cruz 
BiotechnologySc-3888VariableIgGIsotypique

de lapin

DakoCytomationGoat anti-mouse FITC1/100IgG de chèvreAnti-souris-
FITC

SantaCruz
BiotechnologyAnti-mouse Alexa 6331/500IgG de chèvre Alexa 633

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-vimentine, sc323221/50IgG1 de sourisVimentine

Sigma-AldrichAnti-BrdU1/50IgG de sourisBrdU

Santa Cruz 
BiotechnologyAnti-Jagged (H143)1/50IgG polyclonal de 

lapinJagged2

FournisseursNomsDilutionsIsotypes
Spécificité

de 
anticorps

 

Tableau 8 : Les différents anticorps utilisés pour la cytométrie en flux. 

2. Cycle cellulaire  

Les cellules U-87 MG, traitées dans différentes conditions (II 4 conditions de 

stimulation des cellules) sont décollées à l’aide de versène. Après centrifugation, le culot 

cellulaire est lavé en PBS puis fixé par une solution de 500 µL d’éthanol à 70% en PBS à - 

20°C. Les échantillons sont ainsi stockés au minimum 12 heures. Après avoir retiré le 

surnageant, le culot cellulaire est lavé 2 fois dans 1 mL de PBS. Le culot est ensuite remis en 

suspension à la concentration de de 106 cellules dans 500µL de PBS contenant 60 ng de 

RNAse (Sigma Aldrich). L’iodure de propidium est ajouté à chaque échantillon (0,1 µg / 

échantillons) puis les cellules sont analysées par cytométrie en flux au moyen d’un cytomètre 

FacsVantage (Becton Dickinson). L’analyse des données est ensuite réalisée avec le logiciel 

Modfit (Verity Software). 
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B. Immunohistochimie 

1. Par immunofluorescence indirecte  

Des coupes coronales de 12 μm d'épaisseur sont réalisées à l’aide du cryostat, 

déposées sur des lames porte-objet, séchées et conservées à - 80°C. 

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

safran (HES) ont été réalisées sur les coupes afin de visualiser les structures tissulaires. 

Dans un second temps, des immunomarquages ont été réalisés. Les cryosections sont 

décongelées pendant 10 minutes à température ambiante et fixées 10 minutes à l’acétone froid 

à - 20°C (Sigma Aldrich). Après trois lavages en PBS et une saturation d’une heure en SVF à 

10 % dans du PBS à température ambiante, les coupes sont incubées avec différents anticorps 

primaires (Tableau 9) pendant 2 heures à température ambiante, dilués dans la solution de 

saturation. 

Marqueur de 
neurones 
olfactifs

Stressgen1/20IgGIsourisCalmoduline Kinase 
IICaMKII

Santa Cruz 
Biotechnology

1/20
Polyclonal

IgG
LapinNotch1 Notch1

Contrôle 
Isotypique

Santa Cruz 
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IgG

Contrôle 
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Contrôle 
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BZ1
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HLA de 
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KDa2F11

PropriétésFournisseursDilutionsIsotypesHôtesSpécificitésNoms
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IICaMKII

Santa Cruz 
Biotechnology

1/20
Polyclonal

IgG
LapinNotch1 Notch1

Contrôle 
Isotypique

Santa Cruz 
BiotechnologyVariableIgGlapin

Normal 
rabbit

IgG

Contrôle 
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Berhing1/20IgG1SourisCD-68Ki-M7

Marqueur 
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Polyclonal
IgG
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Tableau 9 : Liste des anticorps primaires utilisés en immunohistofluorescence. 
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Après trois lavages en PBS, la révélation est réalisée en exposant les coupes pendant 1 

heure avec un antisérum de chèvre couplé à un fluorochrome (Tableau 11). Les coupes, après 

marquages, sont finalement montées entre lame et lamelle en glycérol-gélatine (Sigma 

Aldrich) et observées grâce à un microscope confocal (Carl Zeiss S.A.S, LSM 510, Jena, 

Allemagne). 

2. Par marquage immuno-péroxydase 

Les coupes tissulaires de 12 µm stockée à - 80°C sont séchées à température ambiante. 

Les préparations sont fixées pendant 20 minutes en PFA à 4%. Les coupes sont lavées 3 fois 5 

minutes en PBS. Une solution de peroxyde d’hydrogène à 3% dans du PBS est déposée 

pendant 30 minutes à l’obscurité sur les coupes afin d’inhiber les peroxydases endogènes. Les 

préparations sont lavées 3 fois 5 minutes en PBS. Les sites non spécifiques des coupes 

tissulaires sont saturés avec de la BSA à 5% en PBS pendant 30 minutes puis l’anticorps de 

lapin anti-Calmoduline Kinase II (1 / 250, CaMKII, Stressgen) est déposé sur chaque coupe 

pendant 12 heures dans la solution de saturation à 4°C. Les préparations sont rincées 3 fois 5 

minutes en PBS. L’anticorps secondaire (1 / 1000, anti-Ig de lapin couplé à la péroxydase, 

DakoCytomation) dilué dans la solution de saturation est déposé pendant 90 minutes sur les 

coupes tissulaires. Les préparations sont rincées 3 fois 5 minutes avec du PBS. La réaction est 

révélée par une incubation de 5 à 15 minutes avec une solution composée de 0,03% de 

péroxyde d’hydrogène, 0,05 % de diamino-3,3’benzidine (DAB) dans du PBS. 

C. Immunocytochimie par immunofluorescence indirecte 

L’expression de protéines, à l’état basal ou dans différentes conditions de stimulation, 

a été étudiée par immunofluorescence sur la lignée cellulaire U-87 MG. De même, cette 

méthode a permis d’étudier les caractéristiques biochimiques des cellules d’épithéliums 

olfactifs de poulet avant et après tri cellulaire. 

Les cellules, à raison de 104 ou 105 cellules par puits, ont été ensemencées en plaques 

8 puits Lab-Tek (Nunc). Après adhésion des cellules, celles-ci sont mises ou non en présence 

de différents effecteurs pendant 24 ou 48 heures. Le milieu de culture est alors retiré et les 

cellules sont fixées grâce à une solution de PFA à 4% dans du PBS pendant 30 minutes à 

température ambiante. Les cellules sont alors lavées 3 fois en PBS et, afin de permettre la 
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détection d’antigènes intra-cellulaires, sont perméabilisées par une solution d’alcool / acétone 

(V / V, Sigma Aldrich) ou de Triton X-100 à 0,1 % dans du PBS pendant 5 minutes à 4°C. 

Trois rinçages en PBS sont à nouveau réalisés et une étape de saturation visant à bloquer les 

sites de fixation non spécifiques est réalisée par incubation des cellules avec une solution de 

sérum d’agneau (Sigma Aldrich) dilué à 10 % dans du PBS pendant 90 minutes ou 2 heures et 

à température ambiante. 

Les cellules sont ensuite incubées avec les mêmes anticorps primaires que ceux 

utilisés pour l’immunohistochimie, dilués dans la solution de saturation pendant 90 minutes à 

température ambiante, mais  à des dilutions différentes lors de l’immunocytochimie (Tableau 

10). 
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Non diluéKératine 3, 12, 
14, 18

1/50Fas human

1/50HLA-I
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1/50CD68

1/50GFAP

1/50Neurofilament

DilutionsSpécificité

 

Tableau 10 : Liste des anticorps primaires utilisés en immunofluorescence avec leurs 

dilutions pour l’immunocytochimie. 

Après 3 lavages de 10 minutes en PBS, les cellules sont incubées avec un anticorps 

secondaire (Tableau 10) dilué dans du PBS, pendant 30 minutes à température ambiante. 

Finalement, les cellules sont lavées en PBS, 3 fois 20 minutes, rapidement rincées à l’eau, 
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séchées puis montées entre lame et lamelle, en glycérol-gélatine. Les observations sont 

réalisées grâce à un microscope confocal (Carl Zeiss). 

1/4000 ou 
1/9000Molecular ProbesAlexa Fluor

594ChèvreIg totales de 
lapin

1/4000 ou 
1/9000Molecular ProbesAlexa Fluor

488ChèvreIg totales de 
lapin

1/4000 ou 
1/9000Molecular ProbesAlexa Fluor

594ChèvreIg totales de 
souris

1/4000 ou 
1/9000

Molecular Probes    
(Leiden, 

Netherlands)

Alexa Fluor
488ChèvreIg totales de 

souris

DilutionFournisseurConjuguéHôteSpécificité

1/4000 ou 
1/9000Molecular ProbesAlexa Fluor

594ChèvreIg totales de 
lapin

1/4000 ou 
1/9000Molecular ProbesAlexa Fluor

488ChèvreIg totales de 
lapin

1/4000 ou 
1/9000Molecular ProbesAlexa Fluor

594ChèvreIg totales de 
souris

1/4000 ou 
1/9000

Molecular Probes    
(Leiden, 

Netherlands)

Alexa Fluor
488ChèvreIg totales de 

souris

DilutionFournisseurConjuguéHôteSpécificité

 

Tableau 11 : Liste des anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence indirecte. 

D. Les contrôles 

Un contrôle systématique de chaque anticorps secondaire a été effectué afin de vérifier 

l’absence de fixation non spécifique. Pour cela, les cellules ou les coupes tissulaires sont 

incubées avec l’anticorps secondaire, sans exposition préalable à un anticorps de première 

couche. 

De même, un contrôle 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. 

E. Détection de protéines par la méthode de Western-Blotting 

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

protéines au niveau de la lignée cellulaire U-87 MG. 
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1. Préparation des protéines  

a) Lysat cellulaire total 

Après un lavage en PBS 1X, les cellules sont lysées dans du tampon de lyse [50 mM 

Tris HCl, 1 % NP-40, 0,25 % deoxycholate de sodium, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA (Sigma 

Aldrich), 1mM de phényl méthyl sulfonyl fluoride, 2 μg / mL de cocktail anti-protéase 

(Protease inhibitor cocktail set III, Calbiochem)] pendant 5 minutes à 4°C. Le lysat cellulaire 

est alors homogénéisé par aspiration et refoulement puis centrifugé à 14 000 g pendant 15 

minutes à 4°C. Le surnageant contenant les protéines cellulaires totales est conservé à - 20°C. 

b) Dosage de la concentration protéique 

La concentration en protéines totales est déterminée selon un dosage colorimétrique 

basé sur l’utilisation du réactif de Bradford (Sigma Aldrich). La gamme étalon de la réaction 

est réalisée à l’aide d’une solution d’Albumine Sérique Bovine (BSA, Sigma Aldrich) de 

concentration connue. Les densités optiques obtenues pour chaque solution sont mesurées 

grâce à un spectrophotomètre à une longueur d’onde de 595 nm. 

2. Séparation des protéines par électrophorèse 

Vingt à 25 µg de protéines ont été diluées au ½ 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 β-mercaptoéthanol 2 %). Elles ont ensuite été dénaturées à 

100°C pendant 5 minutes. 

Dans différents puits du système de migration sont déposés les lysats totaux de 

protéines U-87 MG ainsi qu’un marqueur de poids moléculaire (Sigma Aldrich). 

La séparation protéique est réalisée par migration électrophorétique en gel de poly-

acrylamide contenant du docécyl-sulfate de sodium (SDS-PAGE). Les gels de résolution 

utilisés sont composés de 1,85 M de Tris HCl pH 8,8, SDS à 10 %, Temed à 0,05 %, 

ammonium persulfate à 10 % (Sigma Aldrich) et d’une concentration variable en acrylamide 

(Sigma Aldrich). Les concentrations d’acrylamide utilisées sont de 7,5 et 12 %, selon le poids 

moléculaire des protéines recherchées. L’électrophorèse est réalisée à ampérage constant, 40 
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mA, dans du tampon de migration (Tris 190 mM, glycine 150 mM, SDS 0,1 %, pH 8,5, 

Sigma Aldrich). 

3. Transfert sur membrane des protéines 

Un transfert sur membrane de nitrocellulose (HAHY 0,45 μM, Millipore, St Quentin-

Yvelines, France) est ensuite effectué (transfert semi-sec, Biométra, Polylabo, Strasbourg, 

France) pendant 45 minutes pour chaque gel à 12 volts dans du tampon de transfert (Tris 250 

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

Après transfert, la membrane de nitrocellulose est plongée dans une solution de rouge 

Ponceau (Sigma Aldrich) afin de vérifier la qualité de l’électrophorèse et du transfert 

protéique. 

4. Détection des protéines d’intérêt grâce à des anticorps 

spécifiques 

Afin de bloquer les sites éventuels de fixation non spécifique, les membranes sont 

plongées dans une solution de PBS contenant 5 % de lait écrémé pendant 2 heures à 

température ambiante. 

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

lente, avec l’anticorps primaire, dilué dans du PBS contenant 3 % BSA (BSA, Jacques Boy 

Institute S.A., Reims, France) ou dans la solution de saturation en fonction des anticorps 

primaires. 

Les anticorps primaires utilisés en Western-blot sont récapitulés dans le Tableau 12. 
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Tableau 12 : Tableau récapitulatif des anticorps primaires utilisés en Western-blot. 

 

Après 3 lavages en PBS, la membrane est plongée pendant 1 heure dans une solution 

contenant des anticorps secondaires, anti-immunoglobulines (Ig) totales de lapin couplés à la 

peroxydase (Dako Cytomation) obtenus chez la chèvre, dilués au 1 / 1000 dans du PBS. La 

révélation est effectuée en utilisant un réactif chémoluminescent (Abcys, France). 
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VIII. Détection de la mort cellulaire 

A. Mise en évidence de l’apoptose par la méthode TUNEL 

Les cellules on été ensemencées dans des puits de plaques 8 puits (LabTek, 105 

cellules / puits) et laissées pendant 72 heures dans leur milieu de culture avant d'être stimulées 

pendant 48 heures avec différentes molécules. 

La présence d’apoptose est évaluée par la méthode TUNEL selon les instructions du 

fournisseur (Promega). Les cellules sont fixées en PFA dilué à 4 % dans du PBS et 

perméabilisées grâce à du Triton X100 dilué à 0,1 % dans du PBS pendant 5 minutes à 4°C. 

Les cellules sont ensuite lavées au PBS. Après 10 minutes en présence du tampon 

d’équilibration fourni dans le kit, les cellules sont incubées 1 heure à 37°C et à l’obscurité 

avec une solution de polymères nucléotidiques conjugués à la fluorescéine contenant la 

terminale deoxynucléotidyl transférase. Cette enzyme va catalyser la liaison de polymères 

nucléotidiques fluorescents à l’extrémité 3’OH libre des brins d’ADN générés au cours de 

l’apoptose. La réaction est arrêtée par incubation des cellules pendant 10 minutes dans une 

solution SSC 2X puis les cellules sont lavées en PBS. Une contre-coloration au bleu-Evans 

(Sigma Aldrich) pendant 5 minutes permet de détecter en fluorescence rouge l’ensemble des 

cellules. Après plusieurs lavages en PBS et un lavage à l’eau, les cellules sont fixées entre 

lame et lamelle en glycérol-gélatine. 

Les cellules en apoptose sont alors comptées (au moins 3 champs par condition et 300 

cellules par essai) avec un microscope à fluorescence (x 200, Carl Zeiss S.A.S). L’index 

apoptotique des cellules est déterminé pour chacune des conditions par rapport  à l’état basal 

qui est arbitrairement fixé à 1.  
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B. Détection de la libération des nucléosomes solubles par 

méthode ELISA 

La proportion de cellules en apoptose a également été évaluée par le dosage des 

nucléosomes solubles générés au cours de l’apoptose. Ce dosage a été réalisé par la technique 

immunoenzymatique, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) selon les instructions du 

fournisseur (Cell Death Detection ELISA Plus ; Roche Diagnostic, Meylan, France). 

Les cellules sont ensemencées dans des puits de plaques 96 puits à 104 cellules / puits 

et mises en culture au minimum 72 heures dans leur milieu de culture. Après 24 ou 48 heures 

d’incubation en présence des différentes molécules étudiées, les plaques contenant les cellules 

sont centrifugées à 200 g pendant 10 minutes et le surnageant est remplacé par 200 µL de 

tampon de lyse. Après 30 minutes de lyse, une nouvelle centrifugation est réalisée et 20 µL du 

surnageant de chaque condition sont ajoutés dans des puits sensibilisés à la peroxydase et 

contenant deux anticorps, un anti-histone couplé à la biotine et un anti-DNA couplé à la POD 

(Horse-radish peroxidase). L’ensemble des composants est incubé 2 heures à température 

ambiante sous agitation. Trois lavages sont réalisés puis le substrat est ajouté. Lorsque le 

substrat est métabolisé par l’enzyme, une coloration apparaît. La coloration, et donc le niveau 

d’apoptose des cellules, est mesurée grâce à un spectrophotomètre à 405 nm. Chaque 

expérimentation a été réalisée au moins 3 fois. 

C. Détection par méthode DAPI. 

Le 4,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) dihydrochloride (Sigma Aldrich) est une 

molécule fluorescente qui s’intercale au niveau de l’ADN. Le DAPI, à 10 µg / mL, est mis en 

présence des cellules pendant 30 minutes à l’obscurité et les cellules sont ensuite fixées 

pendant 30 minutes grâce à du PFA dilué à 4 % dans du PBS. Après trois lavages en PBS et 

un lavage à l’eau, les marquages sont observés grâce à un microscope à fluorescence (Leica 

DMRX, Rueil-Malmaison, France) et les cellules marquées et les cellules totales sont 

comptées (au moins 3 champs par condition et 300 cellules par essai). 
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IX. Analyse de la prolifération cellulaire 

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

différentes molécules pendant 4 ou 48 heures. Le bromodeoxyuridine (BrdU) est un 

homologue de la thymidine. Il peut ainsi être incorporé dans l'ADN au cours de la phase de 

réplication (phase S) du cycle cellulaire. 

A. Détection de la prolifération des cellules par incorporation de 

BrdU 

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

culture en même temps que les molécules à tester et laissé 4 ou 48 heures. 

Cette expérience a été réalisée par deux méthodes : un comptage sous microscope pour 

les cultures primaires d’épithéliums olfactifs de poulets et une détection par cytométrie en 

flux pour l’étude de la lignée U-87 MG. 

1. Par comptage sous microscope  

Cette étude est réalisée selon les instructions du fournisseur (5-Bromo-2’-deoxy-

uridine Labelling and detection Kit II, Roche Diagnostics). Les cellules sont lavées 3 fois en 

PBS puis fixées à l’éthanol pendant 20 minutes à - 20°C. La préparation est rincée à nouveau 

3 fois en PBS et la solution d’anticorps monoclonal anti-BrdU est déposée 30 minutes à 37°C. 

Les cellules sont lavées 3 fois en PBS puis l’anticorps secondaire anti-Ig de souris couplé à la 

phosphatase alcaline est déposé 30 minutes à 37°C. Les cellules sont lavées 3 fois en PBS. La 

révélation se fait par ajout de NBT-BCIP pendant 15 à 30 minutes. Les cellules sont lavées en 

PBS et la préparation est montée entre lame et lamelle en glycérol-gélatine. Les comptages 

sont effectués au microscope sur l’ensemble des cellules. L’index de prolifération correspond 

au rapport des cellules marquées sur le nombre de cellules totales. 
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2. Par cytométrie en flux 

Les cellules sont décollées de leur support de culture par ajout de versène et sont 

perméabilisées par une solution de 0,1 % de Triton X100 et 1 % de citrate de sodium (Sigma 

Aldrich) en PBS pendant 2 minutes sur glace. Leur ADN est dénaturé par un traitement d’une 

heure dans une solution d'HCl à 2 M (Sigma Aldrich), neutralisée pendant 10 minutes en 

tampon borate à 0,1 M, pH 8,5. Après deux rinçages en PBS, les cellules sont remises en 

suspension dans du V / SVF, comptées, et 2x105 cellules par tube, correspondant à chacune 

des conditions expérimentales décrites ci-dessus, seront analysées par cytométrie en flux 

selon les conditions préalablement décrites au moyen d’un anticorps monoclonal anti-BrdU 

(Sigma Aldrich) et d’un anticorps secondaire anti-Ig de souris, couplé FITC, produit chez la 

chèvre (Dako Cytomation). Des contrôles isotypiques et des contrôles de fixation non 

spécifique de l’anticorps secondaire ont été réalisés lors de chaque manipulation. 

L’analyse des marquages est réalisée grâce à un cytomètre en flux Epics XL-MCL 

Coulter (Coulter). Chaque analyse a été réalisée avec au moins 20 000 cellules et les résultats 

obtenus, sont représentatifs de 3 manipulations indépendantes. 
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X. Méthodes d’analyse de résultats 

Afin d’analyser nos données différents test statistiques ont été réalisés. 

L’analyse des moyennes obtenues après les expérimentations in vitro ont été évaluées 

à partir des données de 3 tests indépendants réalisés en triplicate. Les barres d’erreur 

correspondent à la valeur de l’écart moyen (ou erreur standard). Les analyses statistiques 

(Test de corrélation, Test T et ANOVA) ont été effectuées au moyen des logiciels Systat 7.0 

(SPSS inc., Evanston, IL). Des analyses sont considérées comme significatives pour des 

valeurs de probabilité < à 0,05. 

L’anaylse des résultats in vivo a été réalisée sur un échantillon de 5 individus pour 

chaque condition expérimentale. Les modifications des tailles des tumeurs ont été analysées 

par le test de Tukey HSD (Honest significant difference) et l’influence de chaque produit sur 

la taille des tumeurs par la méthode GLM (Global linear model), toutes ces données ont été 

analysées avec le logiciel Systat 7.0. 
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RESULTATS 
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I. Développement, CCN et Notch1 

Le modèle aviaire nous a permis d’avoir accès facilement aux embryons à différents 

stades de développement et de pouvoir ainsi observer l’implication des gènes Cef10 (CCN1), 

Nov (CCN3) et Notch1 au sein de ce modèle. Le gène Cef10 est connu notamment pour être 

un agent mitogène alors que Nov, au contraire, est connu pour inhiber la croissance cellulaire. 

De plus des expérimentations de co-immunoprécipitation ont permis de montrer qu’il existait 

une liaison physique entre la protéine Nov et le récepteur Notch1 (Sakamoto et al., 2002 ; 

Katsubé et Sakamoto, 2005). Dans ce cadre, la présence du module CT (quatrième module) 

de CCN3 est nécessaire pour permettre cette intéraction physique (Perbal, 2004). 

A. Etude de deux gènes CCN : Cef10 et Nov au cours du 

développement aviaire 

Le but de cette étude, réalisée en collaboration avec le Professeur Katsubé et différents 

laboratoires français et étrangers, était de déterminer si l’activation des gènes de la famille 

CCN était ou non séquentielle au cours du développement. Différents stades embryonnaires 

(ED) ainsi que différentes structures ont été analysés. Les deux gènes recherchés au départ 

furent Nov et Cef10. 

 

La technique d’étude de l’expression de ces gènes a été l’hybridation in situ. Dans un 

premier temps, celle-ci a été mise au point à partir d’un tissu connu comme exprimant les 

gènes Nov et Cef10 : le cœur (Figure 32). 
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Figure 32 : Détection de Cef10 et Nov par hybridation in situ sur coupes sériées de cœur 

d’embryon de poulet à ED7,5. 

 

Une fois cette mise au point effectuée, des séries d’hybridation in situ ont été réalisées 

et les résultats d’expression entre les deux gènes ont été comparés. Les stades étudiés ont été 

les stades embryonnaires ED7 et ED8. Pour chaque expérimentation, la spécificité de la 

ribosonde antisens utilisée est recherchée. Pour cela nous réalisons la même manipulation 

d’hybridation in situ avec une ribosonde sens et constatons l’absence de marquage. 

Certaines structures comme la rétine et l’épithélium aortique restent positives pour les 

deux gènes durant la période embryonnaire étudiée (non montré). 
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Figure 33 : comparaison de l’expression des gènes Cef10 et Nov dans les membres, la moelle 

épinière et les ganglions rachidiens aux stades ED7 et ED8 par hybridation in situ. 

 

L’expression des transcrits de Cef10 et Nov semble différente au niveau des structures 

articulaires entre ED7 et ED8. Les transcrits de Cef10 pourraient être exprimés au niveau de 

la zone articulaire en développement, à la fois au niveau des membres supérieurs et inférieurs 

(Figure 33). Les ARNm de Nov, quant à eux, semblent être détectés dans les zones 

chondrocytaires au niveau des jonctions os-chondrocytes. 

La deuxième grande différence d’expression de ces transcrits s’observe au niveau du 

tube neural et des ganglions rachidiens dorsaux. En effet, Cef10 paraît fortement exprimé au 

niveau du tube neural en formation ainsi que dans les ganglions rachidiens (Figure 33) alors 

que l’expression des transcrits de Nov s’avère presque inexistante au sein de ces structures. 

Ces résultats préliminaires font actuellement l’objet d’un travail en collaboration avec 

l’équipe du Professeur Katsubé à Tokyo. 

L’embryon de poulet a ensuite été utilisé afin d’étudier une composante majeure du 

développement : les cellules souches. L’épithélium olfactif est, dans ce cadre, un organe 
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approprié pour cette étude de par sa composante neuronale et sont potentiel de régénération. 

Nous avons essayé d’isoler par la technique de sédimentation par couplage flux force (SdFFF) 

les cellules souches dans cet organe (Comte et al., 2006 voir annexe 2). 

B. Purification des cellules souches de l’épithélium olfactif 

1. Dans l’épithélium olfactif aviaire 

a) Culture primaire 

Dans un premier temps les cultures primaires d’épithéliums olfactifs aviaires ont été 

mises au point dans le laboratoire. Les épithéliums d’embryons de poulet sont prélevés à ED 

14, mis en culture, et les différentes cellules composant cet organe sont ensuite caractérisées. 

Dès 15 jours de culture cellulaire, des structures « neurosphère-like » sont observées 

(Figure 34A). Les cellules cultivées sont identifiées par marquages immunocytochimiques 

(Figure 34BCD). 

30 µm
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C D

30 µm

A B

C D  

Figure34 : Caractérisation des cellules issues des cultures primaires d’épithéliums olfactifs 

de poulets après 15 jours en culture. 

A : « neurosphère-like » ; B : cellules exprimant la Calmoduline Kinase calcium dépendante 

II ; C : cellules exprimant les kératines ; D : cellule exprimant à la fois les kératines (vert) et 

le récepteur TrkA (rouge). 
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Les cultures sont composées principalement de 3 types cellulaires : des cellules 

exprimant la calmoduline kinase calcium dépendante II qui est un marqueur des cellules 

neuronales ; des cellules d’apparence fibroblastique marquées par un anticorps reconnaissant 

les kératines 3, 12, 14 et 18 (marqueur des cellules de soutien) et enfin des cellules exprimant 

à la fois une ou des kératines et le récepteur de haute affinité pour les neurotrophines TrkA 

(tyrosine kinase récepteur A) (marqueurs des HBC). Il existe également un quatrième type 

cellulaire présent au sein des neurosphères n’exprimant ni les kératines ni TrkA (non montré). 

b) Séparation des cellules par SdFFF 

Afin d’isoler ou d’enrichir les cultures en cellules souches d’épithélium olfactif, les 

cellules ont été triées par SdFFF (Figure 35). Au sortir de la machine deux fractions 

cellulaires ont été prélevées : PF1 et PF2. 
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Figure35 : Fractogramme issu du tri de cellules d’épithéliums olfactifs de poulets prélevés à 

ED14. 

PF1 et PF2 correspondent aux deux fractions cellulaires récoltées. 
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c) Identification des cellules après tri 

Après le tri par SdFFF, les fractions collectées sont remises en culture. Dix jours 

après, les cellules issues des deux fractions ne présentent pas la même morphologie. La 

fraction PF1 se compose uniquement de cellules de type fibroblastique (Figure 36A) alors 

que la fraction PF2 se compose de 96% de petites cellules rondes exprimant le récepteur TrkA 

(Figure 36B). Lors de la remise en culture de cellules de la fraction PF2, celles-ci 

s’organisent en épithélium pseudoplacodal et les cellules semblent indifférenciées 

puisqu’elles n’expriment ni TrkA, ni les kératines ni la CamKII et ne correspondent à aucun 

type cellulaire observé dans les cultures primaires (Figure 36C). Si ces cellules sont 

maintenues en culture 10 jours de plus, certaines d’entre elles perdent leur adhérence et 

expriment à la fois le TrkA et les kératines, caractéristiques des HBC (non montré). 
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Figure36 : Devenir de PF1 et PF2 après 10 jours de remise en culture. 

A : la fraction PF1 est composée exclusivement de cellules de type fibroblastique. B : la 

fraction PF2 se caractérise par la présence de cellules exprimant le récepteur TrkA après le 

tri. C : PF2 après 10 jours de culture, les cellules forment un épithélium pseudoplacodal. 



105 

d) Caractérisation des cellules de PF2 

Nous avons ensuite tenté de connaître les caractéristiques les cellules flottantes issues 

de PF2. Pour cela nous avons testé le caractère multipotent de ces cellules. Les cellules de la 

fraction PF2 ont été ensemencées à deux densités différentes : 50 cellules / mL et 5 000 

cellules / mL. Après 10 jours de culture, les cellules ensemencées à faible densité forment un 

épithélium pseudoplacodal alors que les cellules ensemencées à forte densité recréent des 

structures « neurosphères like ». Les cellules composant ces amas cellulaires ressemblant aux 

neurosphères ont été caractérisées par immunocytochimie et hybridation in situ (Figure 37). 
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Figure 37 : Caractérisation immunocytochimique des cellules composant les « neurosphères-

like » issues de 10 jours de culture de cellules de PF2 à forte densité. 

A : Cellules exprimant les kératines ; B : celluless exprimant la CamKII ; C : cellules 

exprimant à la fois TrkA (rouge) et les kératines (vert) ; D : cellules exprimant les transcrits 

des récepteurs aux molécules odorantes par hybridation in situ. 

Différents types cellulaires sont retrouvés après 10 jours de culture des cellules 

constituant PF2 : des cellules exprimant les kératines (Figure 37A), des cellules exprimant les 

kératines et le récepteur TrkA (Figure 37C), des cellules exprimant la CamKII (Figure 37B) 

des cellules exprimant les transcrits des récepteurs aux molécules odorantes, caractéristiques 
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des neurones olfactifs matures (Figure 37D) et enfin des cellules n’exprimant ni TrkA ni les 

kératines (non montré). 

Après avoir démontré la multipotentialité des cellules composant la fraction PF2 

(lorsque les cellules sont ensemencées à forte densité), la capacité d’autorenouvellement de 

ces cellules a été testée. Après 4H de remise en culture en présence de BrdU, 20% des cellules 

de la fraction PF2 l’ont incorporé, mettant en évidence la capacité d’autorenouvellement des 

cellules composant la fraction PF2. 

Certaines cellules flottantes exprimant le récepteur de forte affinité aux neurotrophines 

(TrkA), les cellules de PF2 ont été mises en présence de NGF à différentes concentrations et 

la prolifération cellulaire a été déterminée (Figure 38). Il s’avère que les cellules composant 

la fraction PF2 répondent positivement à des concentrations croissantes de NGF, en 

augmentant leur prolifération. 

 

Figure38 : Effet prolifératif du NGF sur les cellules flottantes issues de la culture de PF2. 

Etude par incorporation de BrdU. 

 

Au regard des résultats obtenus sur l’épithélium olfactif aviaire, il semble que nous 

soyons arrivés à enrichir la fraction PF2 du tri en un type cellulaire. Cette fraction cellulaire a 

la capacité de redonner naissance à tous les types cellulaire obtenus en culture primaire sans 

tri. De plus les cellules composant cette fraction cellulaire réagissent positivement au facteur 

de croissance NGF en proliférant. 
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A l’issue de ces résultats, nous avons souhaité mettre au point des cultures primaires 

sur un modèle plus proche de l’homme. La mise en place de cultures primaire de cellules 

d’épithéliums olfactifs de rats âgés de 5 jours ainsi que la caractérisation de ces cellules in 

vitro a donc été initiée. De plus, des essais ont pu être réalisés sur le modèle humain grâce à 

des résidus chirurgicaux de la lame criblée à visée d’incinération chez l’adulte. 

2. Dans l’épithélium olfactif de rat 

a) Culture primaire 

Les épithéliums olfactifs de rats ont été prélevés sur des animaux âgés de 5 jours puis 

les cellules ont été mises en culture. Après 30 jours de culture, des amas cellulaires 

« neurosphères-like » apparaissent (Figure 39). 

A BAA BB
 

Figure 39 : Structures « neurosphères-like » obtenues après 30 jours de culture. 

Grossissement : A : 100, B : X200. 

 

En observant ces groupements cellulaires, des connexions cytoplasmiques entre 

différents amas cellulaires ont pu être mis en évidence (Figure 40). 
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Figure 40 : Ponts cytoplasmiques reliant les amas cellulaires (→). 

Grossissement X200. 

 

Les amas cellulaires observés semblent plus ou moins flottants et uniquement 

raccrochés au support de culture par une assise cellulaire assez mince, formée de cellules dont 

la morphologie est proche de celle des fibroblastes. 

b) Caractérisation des cellules 

Suite à l’obtention de ces cultures primaires, différents marquages ont été réalisés puis 

analysés par immunofluorescence afin de caractériser les types cellulaires présents dans ces 

cultures primaires. 

Les marquages anti Calmoduline kinase calcium dépendante II ont été réalisés afin de 

montrer la présence de neurones au sein des cultures primaires d’épithéliums olfactifs de rats 

(Figure 41). 
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Figure 41 : Epithélium olfactif de rat après 30 jours de culture et immunomarquage par un 

anticorps anti-CamKII. 

Certaines cellules composant les amas « neurosphère-likes » présentent un marquage 

CamKII caractéristique des neurones. 

Un deuxième type de marquage a été réalisé à l’aide d’un anticorps anti-cytokératine 

14, la cytokératine étant connue pour être exprimée à la fois dans les cellules de soutien ainsi 

qu’au niveau des HBC (Figure 42). 

AA BB

 

Figure 42 : Immunocytochimie réalisée avec un anticorps anti-cytokératine14 sur une culture 

primaire d’épithélium olfactif de rat après 30 jours de culture. 

L’anticorps utilisé est un anticorps anti-cytokératine 14. A : Les cellules marquées par cet 

anticorps ont une apparence fibrablastique et sont solidement attachées au plastique de la 

boîte de culture. B : Ce marquage est également observé sur des cellules beaucoup plus 

petites, beaucoup moins nombreuses et dont la morphologie ne ressemble pas à celles des 

cellules fibroblastiques. 
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Il existe au sein des cultures primaires d’épithéliums olfactifs de rats des cellules 

exprimant la cytokératine 14. De plus, il semble que deux populations différentes 

morphologiquement et numériquement expriment ce marqueur. Cependant, il est impossible 

d’affirmer que nous sommes en présence à la fois de HBC et de cellules de soutien sans une 

discrimination cytochimique plus précise de ces cellules. 

C. Comparaisons entres les cultures primaires d’épithéliums 

olfactifs 

Il s’avère que la mise en place ainsi que la caractérisation des cellules composant les 

cultures primaires d’épithéliums olfactifs de rats de 5 jours demandent plus de temps que pour 

les cultures obtenues à partir d’épithéliums d’embryons aviaires. Les prélèvements sur des 

nouveaux nés de 5 jours et non au stade embryonnaire rendent plus difficile l’obtention de 

structures ressemblant à des neurosphères en comparaison avec les résultats obtenus avec des 

épithéliums olfactifs issus d’embryons de poulets. De plus, à partir de cultures d’épithéliums 

olfactifs humains (sujets âgés) nous n’obtenons que très rarement des structures 

« neurosphères-like ». 

D. Notch1 dans l’épithélium olfactif aviaire 

Parallèlement à l’étude des cellules composant l’épithélium olfactif et en raison du 

potentiel de régénération de cet organe, nous avons également étudié l’expression du gène 

Notch1 au cours de la mise en place de cet organe dans le modèle aviaire. 

Des coupes sériées d’épithéliums olfactifs d’embryons de poulets à différents stades 

ont été réalisées. La principale technique utilisée a été l’hybridation in situ et nous a permis de 

visualiser l’évolution de l’expression des transcrits du gène Notch1 au cours du 

développement dans l’épithélium olfactif d’embryons de poulets. 

Au cours de la mise en place de la placode olfactive (ED4), un marquage homogène 

est détecté après hybridation in situ avec une sonde spécifique des transcrits de Notch1 

(Figure 43). 
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Figure 43 : Placode olfactive d’un embryon de poulet à 4 jours. 

Marquage par hybridation in situ des transcrits de Notch1. 

 

Cette expression diminue fortement entre ED4 et ED5 (Figure 44) puis reste 

relativement stable et homogène jusqu’au stade embryonnaire de ED7 à ED8. Dès lors, le 

profil d’expression des transcrits du récepteur Notch1 se modifie. 
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Figure 44 : Représentation de l’expression des transcrits de Notch1 au sein de l’épithélium 

olfactif d’embryons de poulet au cours du développement. 
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Ainsi, dès le stade ED7, le marquage obtenu avec la ribosonde Notch1 change, il n’est 

plus homogène au sein de la structure et se restreint à la partie médiane de l’épithélium 

(Figure 45). Les cellules marquées apparaissent comme des cellules fusiformes. 

 

Figure 45 : Epithélium olfactif d’embryon de poulet de 8 jours. 

Marquage des transcrits de Notch1 par hybridation in situ. 

 

Par la suite, le nombre de cellules marquées diminue de manière drastique entre ED8 

et ED16 (15% et 0,02% de cellules marquées, respectivement) (Figure 44). 

 

A la fin du développement de l’embryon (ED18), avant l’éclosion, une ré-ascension 

modérée de l’expression des transcrits de Notch1 est observée. 

L’expression des transcrits de Notch1 au sein de l’épithélium olfactif d’embryons de 

poulets révèle que ce récepteur apparaît au cours de la mise en place du système olfactif. De 

plus, cette expression décroît tout au long de l’embryogenèse du poulet et ceci par paliers 

avec trois périodes de diminution. La première s’observe entre ED4 et ED5, puis entre ED7 et 

ED8 et enfin entre ED10 et ED12. L’expression des transcrits de Notch1 est presque 

inexistante au stade ED16. Avant l’éclosion de l’œuf, au stade ED18, une légère 

augmentation du niveau des transcrits apparaît pour enfin disparaître au stade ED20. 
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Le récepteur Notch1 est donc clairement impliqué au cours de la mise en place de 

l’épithélium olfactif. Dans ce cadre, son rôle pourrait consister en l’aiguillage de la 

différenciation cellulaire vers un devenir neuronal ou non neuronal. C’est pourquoi, suite à 

cette étude du récepteur Notch1 au cours du développement, nous avons souhaité rechercher 

son éventuelle implication dans une lignée de cellules gliales humaines tumorales : les 

cellules U-87 MG. 
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II. Notch1, tumeur gliale humaine et apoptose 

De récentes études ont montré l’implication du récepteur Notch au cours de la 

régulation de la différenciation cellulaire, de la prolifération et de l’apoptose dans différents 

types cellulaires et notamment dans des cellules néoplasiques (Jang et al., 2000). Dans ce 

cadre, nous avons choisi la lignée U-87 MG, un glioblastome de haut grade. Différentes 

molécules ont été testées afin de provoquer l’apoptose de ces cellules et notamment FasL et 

étoposide. FasL est connu pour induire l’apoptose dans de nombreux type cellulaire et est de 

ce fait un outil utile dans les thérapeutiques (Linkermann et al., 2005) ainsi que l’étoposide 

(inhibiteur des topoisomérases de type II) capable, elle aussi, d’induire l’apoptose (Shimada 

et al., 2002). 

A. Caractérisation des cellules U-87 MG 

La lignée gliale humaine U-87 MG a tout d’abord été caractérisée (Figure 45), grâce à 

des anticorps spécifiques des différents types cellulaires présents dans le cerveau. Ainsi 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 ces cellules tumorales. 

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

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

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

été détecté (non montré). 
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Figure 45 : Analyse immunocytochimique des marqueurs exprimés par les cellules U-87 MG. 

B. Le récepteur Notch1 et ses ligands dans les cellules U-87 MG 

1. Le récepteur Notch1 

Dans un premier temps, la présence du récepteur Notch1 a été étudiée dans les cellules 

U-87 MG en conditions basales de culture, par deux méthodes : le Western-blotting, 

l’immunocytochimie. Les techniques ont permis de détecter la présence d’une protéine 

reconnue par 1 anticorps reconnaissant la partie extracellulaire du récepteur Notch1 (C20) 

(Figure 46A et B). Le contrôle isotypique pour l’immunocytochimie a été réalisé (non 

montré). 
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Figure 46 : Détection de l’expression de Notch1 dans des conditions basales sur les U-87 

MG. 

A : par Western blotting ; B par immunocytochimie par l’anticorps anti-Notch1 reconnaissant 

le domaine intracellulaire de Notch1 (C20) ; Iso : contrôle isotypique. 

 

La technique de cytométrie de flux nous ont également permis de montrer que lorsque 

les cellules ne sont pas perméabilisées, aucun marquage n’est détecté à la surface cellulaire 

par l’anticorps H131 et C20 reconnaissant respectivement le domaine extracellulaire et 

intracellulaire du récepteur Notch1. En revanche, le récepteur est détecté lorsque les cellules 

sont perméabilisées, et ceci aussi bien avec l’anticorps H131 et C20 (Figure 47). 



117 

Détéction de Notch1 avec ou sans perméabilisation

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

Iso NP C20 NP H131 NP Iso P C20 P H131 P

IM
F

 

Figure 47 : Détection du récepteur Notch1 par cytométrie de flux dans la lignée U-87 MG. 

Iso : contrôle isotypique ; C20 : anticorps reconnaissant la partie intracellulaire du récepteur 

Notch1 ; H131 : anticorps reconnaissant le domaine extracellulaire du récepteur Notch1 ; P : 

cellules perméabilisées ; NP : cellules non perméabilisées. 

 

2. Les ligands du récepteur Notch1 

Nous avons ensuite recherché, par Western blotting sur des lysats de cellules U-87 

MG, la présence des ligands Delta 1 et 4, Jagged 1 et 2 dans la lignée U-87 MG (Figure 48). 
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Figure 48 : Détection de Delta 1, 4 et de Jagged 1et 2 par Western blotting. 

D1 : Delta 1 ; D4 : Delta 4 ; J1 : Jagged 1; J2 : Jagged 2. La détection des protéines à été 

effectué à partir de 20 µg de protéines totales pour la détection des ligands excepté pour la 

détection de J2 où 30 µg de lysat protéique a été nécessaire. 
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La détection de protéines grâce aux anticorps anti-Delta 1, Delta 4, Jagged 1, Jagged 2 

a permis de mettre en évidence la présence de Delta 1, 4 (D1, D4) et de Jagged 1 et 2 (J1, J2) 

dans les cellules U-87 MG en conditions basales. Le contrôle isotypique a été 

systématiquement réalisé et ne montre aucun marquage (non montré). 

Les ligands du récepteur Notch1 ont ensuite été recherchés par cytométrie de flux. 

Dans un premier temps les cellules n’ont pas été perméabilisées. En effet, les anticorps anti-

ligands utilisés reconnaissent la partie extracellulaire des ligands. Dans ces conditions, aucun 

marquage n’a été détecté. Les cellules ont donc été perméabilisées afin de détecter ces 

protéines (Figure 49). 

Delta 1 et 4 Jagged 1 et 2Delta 1 et 4Delta 1 et 4 Jagged 1 et 2Jagged 1 et 2

 

Figure 49 : Détection de Delta 1 et 4 Jagged 1 et 2 par cytométrie de flux après 

perméabilisation. 

Les pics en gris correspondent au marquage obtenu avec le contrôle isotypique et les pics 

colorés aux marquages obtenus avec les différents anticorps correspondant aux ligands de 

Notch1. 

 

Il semble qu’en conditions basales et par cytométrie de flux nous arrivions à détecter 

Delta 1 et 4 ainsi que Jagged 1 et 2 comme par Western blotting. Les intensités moyennes de 

fluorescence ont ensuite été comparées afin d’observer les variations d’expression des ligands 

au sein de la lignée U-87 MG (Figure 50). 
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Figure 50 : Mesure des intensités moyennes de fluorescence des ligands de Notch1. 

 

Les intensités moyennes de fluorescence des ligands Delta 1 et Jagged 1 sont 

comparables, et celles de Delta 4 et de Jagged 2 sont également comparables deux à deux. Il 

semble que le niveau d’expression de Delta 1 ainsi que de Jagged 1 soit nettement supérieur à 

celui observé pour les ligands Delta 4 et Jagged 2. 

 

Après avoir détecté la existence du récepteur Notch1 et de 4 de ces 5 ligands, nous 

avons recherché la présence du récepteur de mort Fas ainsi que l’efficacité de son ligand 

(FasL) et de l’étoposide (inhibiteur des topoisomérase de type II) pour induire l’apoptose des 

cellules U-87 MG.  

C. Le récepteur Fas dans les cellules U-87 MG avant et après 

exposition à FasL et étoposide 

 

L’étude de l’expression du récepteur Fas dans la lignée U-87 MG a tout d’abord été 

réalisée par Western-blotting (Figure 51). Les protéines des lysats cellulaires utilisés sont 

obtenues, obtenues à partir de cellules Jurkat (contrôle positif), de cellules U-87 MG à l’état 



120 

basal ou après exposition à FasL et étoposide. Quelles que soient les conditions d’activation, 

une protéine de 45 kDa a été détectée grâce à un anticorps polyclonal anti-Fas (C-20), 

montrant que le récepteur Fas est exprimé dans la lignée cellulaire aussi bien à l'état basal 

qu'après traitement des cellules avec FasL et étoposide. 

 

Figure 51 : Détection par Western-blotting de l'expression du récepteur Fas au niveau de 

cellules gliales à l'état basal ou après exposition à FasL et étoposide. 

J : Jurkat ; U-87 : état basal ; +F+E : U-87+FasL+ étoposide ; Co : Contrôle isotypique 

L’immunofluorescence sur les cellules U-87 MG traités ou non avec du FasL et de 

l’étoposide a ensuite été réalisé avec un anticorps monoclonal anti-Fas (B-G27) (Figure 

52).Le marquage obtenu a confirmé la présence du récepteur Fas à la surface des cellules, 

même après exposition à du FasL associé à l’étoposide  

 

Figure 52 : Etude immunocytochimique de l'expression de Fas au niveau de la lignée gliale 

U-87 MG à l'état basal ou après exposition à FasL et étoposide. 
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Lors des deux expérimentations, un contrôle utilisant des anticorps isotypiques, a 

également été réalisé et s’est révélé négatif. 

D. Apoptose des cellules U-87 MG en présence de FasL et 

d’étoposide 

Le taux d’apoptose des cellules U-87 MG après exposition aux molécules FasL et 

étoposide, à différentes concentrations, a été déterminé grâce aux techniques de dosage des 

nucléosomes solubles (Cell Death Detection ELISA Plus) et TUNEL en immunofluorescence. 

Les index apoptotiques ont été calculés à partir du taux basal d’apoptose arbitrairement fixé à 

1. 

Le taux d’apoptose des cellules U-87 MG a tout d’abord été déterminé par ELISA 

après exposition à des doses croissantes d’étoposide de 5 à 80 µg / mL (Figure 53). Ainsi, 

quelle que soit la concentration d’étoposide, le niveau apoptotique des cellules est 

significativement augmenté par rapport à celui obtenu pour des cellules non stimulées (Test 

T : p < 0,013 quelle que soit la concentration en étoposide testée). Le taux d’apoptose des 

cellules ne varie pas en fonction de la concentration d’étoposide utilisée (ANOVA : p > 0,5) et 

n’est pas corrélé avec l'augmentation de la concentration d'étoposide (Test de Pearson : p > 

0,15). Ainsi, la concentration de 10 µg / mL d'étoposide a été choisie pour continuer l’étude. 

En effet, cette concentration induit un taux d’apoptose élevé par rapport au niveau basal sur 

les cellules U-87 MG (17,1 ± 1,3), et correspond à la concentration la plus couramment 

employée in vitro (Boesen-de Cock et al., 1998 ; Takahashi et al., 1998). 
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Figure 53 : Analyse, par le dosage des nucléosomes solubles, des taux d'apoptose des cellules 

U-87 MG en présence d'étoposide à des concentrations croissantes. 

 

Les variations des taux d'apoptose, par dosage des nucléosomes solubles, ont ensuite 

été déterminées en présence de doses croissantes de FasL (5 à 80 ng / mL). Le niveau 

d’apoptose induit par FasL est significativement différent de celui du niveau basal (ANOVA : 

p < 0,0001). Contrairement aux résultats obtenus précédemment pour l’étoposide, l’apoptose 

augmente avec la concentration de FasL et s'accroît de façon dose-dépendante (Test de 

Pearson : p = 0,016) (Figure 54). De plus, l’association de FasL (5 à 80 ng / mL) et de 

l’étoposide (10 µg / mL) augmente l’apoptose des cellules en comparaison avec l’apoptose 

obtenue pour des concentrations équivalentes de FasL seul (Test de Pearson : p = 0,03) 

(Figure 54). 

Pour connaître l’effet de l’association de FasL et de l’étoposide, nous avons comparé 

la différence de taux d’apoptose [(FasL (5-80 ng / mL) + étoposide)-(FasL(5-80 ng / mL)] à l’effet de 

l’étoposide seul (Figure 54). Les différences de niveau d’apoptose obtenue (27,1 ± 5,5) sont 

significativement plus importantes que l’apoptose détectée avec l’utilisation de l’étoposide 

seul (13,5 ± 2,0) (ANOVA : p = 0,00846). Ceci démontre l’effet supra-additif de l’association 

de l’étoposide et de FasL sur le niveau d’apoptose quelle que soit la concentration de FasL. 
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Figure 54 : Influence de FasL sur le niveau d’apoptose dû à l’étoposide. 

Les deux molécules ont un effet supra-additif sur le niveau d’apoptose (dosage des 

nucléosomes solubles) comparé à l’effet de FasL seul, quelle que soit la concentration de 

FasL. 

Le pourcentage de cellules en apoptose a ensuite été déterminé grâce à la méthode 

TUNEL (Figure 55). Les résultats confirment ceux obtenus par ELISA. L’association de 

FasL (40 ng / mL) et de l’étoposide (10 µg / mL) augmente de façon supra-additive l’apoptose 

des cellules gliales, comparé au taux de mort cellulaire obtenu pour les cellules stimulées avec 

FasL seul ou l’étoposide seul (ANOVA multivarié FasL : p < 0,0001; étoposide: p < 0,0001 et 

FasL+étoposide: p = 0,0006) par comparaison au pourcentage d’apoptose à l’état basal. 
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Figure 55 : L’effet supra-additif de FasL et étoposide sur l’apoptose des U-87 MG. 

L’effet apoptotique de FasL et de l’étoposide a été étudié en utilisant la méthode TUNEL. 

FasL + Etoposide : correspond à l’association de FasL à 40 ng / mL et de l’étoposide à 10 µg 

/ mL. 

 

Ces résultats ont permis de déterminer les doses de FasL (40 ng / mL) et d’étoposide 

(10 µg / mL) suffisantes pour induire l’apoptose des cellules. Ces concentrations ont ainsi été 

utilisées pour la suite de cette étude. 

E. L’association FasL et étoposide diminue la prolifération des 

cellules gliales 

L’analyse de la prolifération cellulaire a été réalisée par l’incorporation du BrdU au 

niveau de l’ADN des cellules en division. 
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Les analyses d’incorporation de BrdU (Figure 56) ont montré que FasL ne modifie 

pas la division des cellules (ANOVA multivarié : p = 0,082) alors que l’étoposide la diminue 

fortement (ANOVA multivarié : p < 0,0001). Enfin, l’association FasL / étoposide ne montre 

pas un effet anti-prolifératif significativement supérieur à celui obtenu avec l’étoposide seul 

(p > 0,5) (Figure 56). 

 

Figure 56 : Analyse de la prolifération des cellules U-87 MG, en présence de FasL et 

d'étoposide, par détection de l'incorporation de BrdU. 

 

Après avoir déterminé l’effet des molécules pro-apoptotiques sur la lignée U-87 MG, 

les interactions possibles entre le récepteur Notch1, lié à l’agressivité des glioblastomes, et 

l’apoptose, induite par Fas et l’étoposide, ont été recherchées. 

Le récepteur Notch1 a été étudié au niveau de la lignée humaine U-87 MG dans les 

différentes conditions d’exposition à FasL, étoposide et à la dexaméthasone. FasL étant connu 

pour induire des œdèmes lors de son utilisation thérapeutique, l’effet de la dexaméthasone a 

donc été testé in vitro. En effet, son action anti-œdémateuse a été étudiée en vue 

d’expérimentations in vivo. Cette étude a permis d’observer l’évolution de l’expression de la 

protéine Notch1 en fonction des effets fonctionnels obtenus au niveau cellulaire après les 

différents traitements. Ce travail a permis d’étudier le rôle potentiel de ces différentes 

molécules sur le cycle cellulaire, l’apoptose ainsi que la différenciation. 
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F. L’apoptose des cellules U-87 MG après les traitements par 

FasL, étoposide et déxaméthasone 

Les expérimentations réalisées pour l’étude du récepteur Notch1 dans la lignée U-87 

MG sont faites sur des cellules ayant subi moins de passages que celles précédemment 

utilisées et cultivé avec un sérum de veau fœtal différent. Les cellules U-87 MG ont été 

exposées pendant 24H et 48H à différentes molécules : FasL (40 ng / mL), étoposide (10 µg / 

mL), dexaméthasone (10-7 M) ainsi que toutes les combinaisons de ces drogues à ces mêmes 

concentrations. L’apoptose a été détectée par deux méthodes : l’ELISA Cell death (Figures 

57) et le DAPI (non montré). 
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Figure 57 : Détection de l’apoptose par ELISA Cell Death après traitements par FasL, 

étoposide, dexaméthasone et différentes combinaisons. 

Les molécules et la combinaison de ces molécules  induisent l’apoptose des  cellules U-87 

MG après 24H et 48H de traitement. FasL : FasL à 40 ng / mL ; Etop : étoposide à 10 µg / 

mL ; Dexa : dexaméthasone à 10-7 M ; FED : FasL (40 ng / mL)+etop (10 µg / mL)+Dexa 

(10-7 M). FE, FD, ED correspondent aux molécules associées deux à deux aux mêmes 

concentrations que celles citées ci-dessus. 
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Les deux méthodes de détection utilisées pour l’évaluation de la mort cellulaire par 

apoptose ont permis de montrer les mêmes profils en réponse aux différents traitements. 

Après 24H de traitement par FasL (40 ng / mL), une augmentation significative de 

l’apoptose par comparaison au niveau basal est détectée (Figure 57) (ANOVA : p = 0,0018). 

L’exposition des cellules à l’étoposide seul, ou à la dexaméthasone seule, n’induit pas 

d’augmentation significative des réponses apoptotiques. En revanche, l’association des 3 

molécules induit une augmentation significative de l’apoptose (ANOVA : p = 0,0017) par 

comparaison au niveau basal ainsi que par comparaison aux associations FasL / étoposide 

(ANOVA : p = 0,0015), étoposide / dexaméthasone (ANOVA : p = 0,0002) ou FasL / 

dexamethasone (ANOVA : p = 0,0254), qui ne sont pas significatives par rapport aux 

conditions basales. 

Après 48H d’exposition, le même type d’observation est possible pour les traitements 

FasL et FED par comparaison aux conditions basales (ANOVA : p = 0,0006 ; p < 0,0001 

respectivement). 

En outre, et uniquement après 48H d’exposition, l’association des trois molécules 

(FED) provoque une augmentation significative du niveau d’apoptose par rapport à l’apoptose 

induite par FasL seul (ANOVA : p = 0,0146). 

Enfin, il n’existe pas de variations significatives entre les résultats obtenus entre 24H 

et 48H de traitement sur le niveau d’apoptose induite, quelles que soient les conditions de 

traitement (ANOVA : p > 0,05). 

G. Variation de l’expression de Notch1 en fonction des 

traitements 

Après avoir analysé l’effet des traitements sur l’apoptose des cellules U-87 MG, le 

niveau d’expression du récepteur Notch1 a été détecté par cytométrie de flux dans les mêmes 

conditions de traitements (Figure 58). 
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Variation d'expression de Notch1 en fonction des temps de traitements
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Figure 58 : Détection du récepteur Notch1 dans les cellules U-87 MG par cytométrie de flux 

après traitements de 24H et 48H. 

Représentation des intensités moyennes de fluorescence (IMF) en fonction des traitements. 

 

L’intensité d’expression du récepteur Notch1 au niveau des cellules U-87 MG est 

significativement différente entre 24H et 48H (ANOVA : p = 0,0039) (Figure 58). 

Après 24H de traitement, l’expression de Notch1 par rapport au niveau basal 

augmente lorsque les cellules sont en contact avec l’étoposide (ANOVA : p = 0,0075). Un 

accroissement significatif de l’intensité moyenne de fluorescence est également observé 

lorsque les cellules sont traitées avec l’association FasL / étoposide (ANOVA : p = 0,0173). 

Cet accroissement est encore plus significatif lorsque les cellules sont traitées avec 

l’association déxaméthasone / étoposide (ANOVA : p = 0,0051). En revanche, le niveau 

d’expression de Notch1 ne varie pas significativement en présence des trois molécules. 

Après 48H de traitement, les variations d’expression du récepteur Notch1 observées 

sont beaucoup plus importantes que celles observés après 24H. La plus importante est due au 

traitement par FasL qui entraîne une grande diminution d’expression du récepteur Notch1, 

comparé au niveau basal (ANOVA : p = 0,0033). 
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Compte tenu des variations d’expression du récepteur Notch1 dans les cellules U-87 

MG, notamment lors des traitements par FasL et étoposide, la répartition du récepteur Fas et 

du domaine actif de Notch1 dans les cellules a été analysé par immunofluorescence (Figure 

59). 

 

A CBA CB  

Figure 59 : Expression des récepteurs Fas et du domaine intracellulaire de Notch1 dans les 

U-87 MG selon les traitements. 

A : expression différentes des récepteurs Fas (rouge) et Notch1 (vert) en conditions basales ; 

B : après 48H de traitements avec du FasL (40 ng / mL) ; C : après 48H de traitement avec 

de l’étoposide (10 ng / mL). A et B : grossissement X200 et C : grossissement X400. 

L’observation microscopique des cellules ne révèle pas de variation de la répartition 

du récepteur du Fas et du domaine intracellulaire du récepteur Notch1 dans les différentes 

conditions de stimulation. En revanche, il semble que le domaine actif de Notch1 soit plus 

particulièrement localisé au niveau du cytoplasme et du noyau des cellules et reste peu voir 

pas exprimé au niveau de la membrane plasmique. Un contrôle isotypique pour chaque 

expérience a été réalisé et n’a montré aucun marquage (non montré). 

En complément de l’étude des variations d’expression du récepteur Notch1, le 

pourcentage de cellules exprimant le récepteur Notch1 a été déterminé (Figure 60). 
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pourcentage de cellules exprimant Notch1 après 24H et 48H de traitement
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Figure 60 : Pourcentage de cellules exprimant Notch1 déterminé par cytométrie de flux après 

24H et 48H de traitement. 

Quelles que soient les conditions de stimulation, le nombre de cellules exprimant le 

récepteur Notch1 ne varie pas après 24H (Figure 60). Au contraire, après 48H de traitements, 

le pourcentage de cellules exprimant le récepteur Notch1 diminue lorsque les cellules sont 

mises en présence des trois molécules ou de l’association FasL / étoposide. 

Afin de connaître le mode d’action de chacune des molécules testées, le cycle 

cellulaire et la différenciation des cellules U-87 MG ont été étudiés après traitements par ces 

différentes molécules. De plus, l’étoposide étant une molécule cytostatique ces 

expérimentations nous permettraient de connaître exactement l’impact de cette molécule sur 

le cycle cellulaire des cellules de la lignée U-87 MG. 

H. Les variations du cycle cellulaire après traitements 

Les variations du cycle cellulaire ont pu être observées par cytométrie en flux après 

incorporation d’iodure de propidium. Une analyse informatique nous a permise de distinguer 

les phases S, G2-M et G0-G1 du cycle cellulaire. Les mêmes profils de cycle cellulaire ont pu 

être observés entre les conditions basales ou après traitement par FasL, déxaméthasone ou 

encore l’association de deux molécules (Figure 61) et ceci après 24H ou 48H de traitement. 
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Cycle cellulaire des U-87 MG après 24H de traitement
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Cycle cellulaire de U-87 MG après 48H de traitement
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Figure 61 : Evolution du cycle cellulaire des cellules U-87 MG après traitements. 

 

Cependant, lorsque les cellules U-87 MG sont mises en contact avec de l’étoposide, 

associé ou non à d’autres molécules, le profil du cycle cellulaire est modifié de manière 

drastique. En effet, après 24H de traitement, 47% des cellules mises en contact avec 

l’étoposide sont bloquées en phase S et le pourcentage de cellules bloquées passe à 62% après 

48H de traitement alors qu’il est à 21,7% à l’état basal. 
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I. Variation de la différenciation après traitements 

L’impact des traitements sur la différenciation de cellules U-87 MG a ensuite été 

étudié. Les variations d’expression de la vimentine, un marqueur d’indifférenciation de la 

lignée U-87 MG, ont donc été analysées après exposition des cellules aux différents 

traitements. Après 24H et 48H de traitement, l’expression du récepteur Notch1 ainsi que celle 

de la vimentine ont été recherchées par cytométrie de flux (Figure 62). Toutes les cellules 

exprimant la vimentine expriment également le récepteur Notch1. 
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Figure 62 : Détection de la vimentine et du récepteur Notch1 sur les cellules U-87 MG. 

IF : intensité de fluorescence 

Le niveau d’expression des deux molécules a ensuite été recherché (Figure 63). Il 

s’avère que le niveau d’expression de la vimentine reste très faible (6%) au sein de la 

population cellulaire U-87 MG à l’état basal. En effet, alors que seulement 6% des cellules en 

moyenne expriment les deux marqueurs, 80% des cellules expriment Notch1 (Figure 63). 

Lors des différents traitements, alors qu’aucune différence significative n’a pu être 

observée après 24H de stimulation une diminution importante du pourcentage de cellules 

exprimant à la fois le récepteur Notch1 et la vimentine a été détectée après 48H de stimulation 

à l’exception de l’exposition à FasL (Figure 63). 
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Figure 63 : Expression du récepteur Notch1 et de la vimentine après 24H et 48H de 

traitement. 

J. Influence de l’inactivation du récepteur Notch1 lors de 

l’apoptose induite par FasL 

Afin de connaître l’implication de l’activation du récepteur Notch1 au cours de 

l’apoptose des cellules U-87 MG induite par le ligand FasL, un inhibiteur de γ-sécrétase a été 

utilisé. En effet, cette molécule est connue pour inhiber le clivage du domaine actif du 

récepteur Notch et donc empêcher la transduction du signal (Weidemann et al., 2002). 

Les cellules ont donc été traitées à la fois avec du FasL (40 ng / mL) et avec de 

l’inhibiteur de γ-sécrétase (1 µM). L’apoptose des cellules a alors été évaluée par la méthode 

d’ELISA Cell Death (Figure 64). 
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Effet de FasL et de l'inhibiteur de gamma sécrétase 
sur l'apoptose des U-87 MG
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Figure 64 : Evaluation du niveau d’apoptose des cellules U-87 MG après traitement par 

FasL et l’inhibiteur de γ-sécrétase. 

 

Le niveau d’apoptose des cellules U-87 MG ne semble pas modifié lorsque les cellules 

sont mises en présence de l’inhibiteur γ-sécrétase comparé à l’apoptose des cellules en 

conditions basales. En revanche, lorsque les cellules sont traitées par l’inhibiteur de γ-

sécrétase et FasL, l’apoptose initiée au départ par FasL est diminué. Ces résultats restent 

cependant à confirmer par des expérimentations supplémentaires car les résultats sont 

obtenues à l’issu d’une seule expérimentation. 
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III. Modèle de xénogreffe, traitements et expression de 

Notch1 

L’efficacité des molécules proapototiques utilisées in vitro a ensuite été testée in vivo 

par une méthode de xénogreffes de cellules U-87 MG dans le putamen caudal de rats nude. A 

l’issue de ces greffes et des traitements, des coupes de cerveaux ont fait l’objet d’études 

immunohistochimiques permettant notamment d’observer l’expression du récepteur Notch1 

(Giraud et al., 2006, voir annexe 3). 

A. Vérification des coordonnées de stéréotaxie 

Du bleu de méthylène a été utilisé afin d’adapter les coordonnées de stéréotaxie au 

matériel et aux rats greffés (Figure 65). Après avoir recherché les coordonnées stéréotaxiques 

du putamen caudal droit (Paxinos et Watson, 1982), 1 µL de bleu de méthylène a été injecté 

selon les coordonnées déterminées. Les rats ont alors été euthanasiés, leur cerveau congelé et 

coupé pour des observations microscopique. Le bleu de méthylène 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. 

 

Figure 65 : Vérification des coordonnées de stéréotaxie grâce à l'injection de bleu de 

méthylène. 
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B. Les xénogreffes de cellules U-87 MG conduisent au 

développement d’une tumeur 

L’analyse de la viabilité cellulaire, grâce au bleu Trypan, des cellules incubées 1 heure 

dans du LCR (temps maximum entre le moment où les cellules ont été collectées et le 

moment où elles sont greffées), n’a pas montré d’augmentation significative de la mortalité 

des cellules. 

Les cellules U-87 MG ont été greffées à raison de 106 cellules par greffe dans des 

cerveaux de rats Nude (n = 5) et les animaux ont été observés quotidiennement après 

l’intervention. Des symptômes neurologiques sont apparus pour tous les rats entre le 

vingtième et le trentième jour après la greffe. Les examens cliniques ont montré une altération 

physique générale des animaux avec de signes récurrents comme la perte de poids, l'épistaxis, 

la perte d’équilibre, la diminution de la proprioception, la parésie et l'inclinaison de la tête. 

L’euthanasie des animaux a été rapidement réalisée dès l'apparition des symptômes 

afin de respecter les recommandations éthiques. En absence de signes cliniques, tous les 

animaux ont été euthanasiés au 30ème jour (Figure 66). 

 

Figure 66 : Représentation graphique des différents jours d'euthanasie des rats. 
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Après euthanasies des rats, des coupes de cerveaux ont été réalisées et colorées grâce à 

de l’hématoxyline (Figure 67). 

 

Figure 67 : Coloration à l'hématoxyline de coupes des cerveaux de rats. 

 

Une large masse tumorale dont la surface moyenne est de 40,64 ± 6,41 mm2, a ainsi 

été détectée au niveau du putamen caudal droit (Xénogreffes), zone où les cellules ont été 

implantées (Figure 68). 

 

Figure 68 : Valeurs de la surface moyenne des tumeurs. 
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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 analogue n’a été détectée au niveau du putamen caudal gauche (contrôle) ou au 

niveau des autres zones cérébrales examinées après coupes sériées. 

 

Afin de démontrer que la tumeur provenait bien de la prolifération des cellules U-87 

MG, des marquages hématoxyline-éosine-safran (HES) et immunohistochimiques ont été 

réalisés. Les observations des marquages HES au microscope ont confirmé que la 

morphologie des cellules était différente de celle des autres régions cérébrales (Figure 69). 

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 marquaient les cellules de la tumeur (T) alors que l’anticorps anti-NF ne marquait 

que les cellules situées en dehors de la zone tumorale, au niveau des tissus sains des cerveaux 

des rats (C). La masse tumorale est donc bien due à la prolifération des cellules U-87 MG, qui 

expriment le marqueur humain spécifique HLA, et non à la prolifération de cellules issues des 

tissus nerveux de rats. Enfin, l’expression de la protéine Fas a été détectée au niveau de la 

tumeur. Ce résultat est essentiel pour la suite des travaux puisque l’expression du récepteur 

Fas permet d’envisager l’analyse in vivo de l’effet de FasL sur les tumeurs gliales (Figure 

69). 
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Figure 69 : Analyse des marqueurs cellulaires exprimés au niveau des tumeurs induites par 

xénogreffes cellules U-87 MG. 

T : tumeur ; C : contrôle 

C. Les injections de LCR (contrôle) n’ont aucun effet sur des 

rats Nude  

Afin de déterminer un éventuel effet du LCR sur les cellules des cerveaux de rat, 4 µL 

de LCR sans cellules ont été injectés par stéréotaxie ; les pompes osmotiques contrôles étaient 

uniquement remplies de LCR (contrôles sains, n = 5). Trente jours après l’injection de LCR, 

aucun des 5 rats ne présentait de symptômes neurologiques (Figure 66) et les animaux 

avaient gagné en moyenne 12,7 % de leur poids initial. Les rats ont alors été euthanasiés, leurs 

cerveaux congelés et coupés. Les colorations des coupes en hématoxyline n’ont jamais montré 

la présence d’une tumeur (Figures 67 et 68) ni de lésion inflammatoire réactionnelle en 

coloration HES, et aucun marquage en immunohistochimie pour les anticorps anti-CD68 et 

anti-HLA à titre de contrôle n’ont pu être observés. Aucune réaction tissulaire ne s’est donc 

développée après injection de LCR, ceci permettant de vérifier que les lésions observées après 

xénogreffes sont bien dues à l’injection des cellules et non à une réaction gliale due à 

l’injection de LCR. 
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D. FasL et étoposide ont un effet anti-tumoral 

Des pompes osmotiques contenant les molécules FasL et étoposide ont été implantées 

à des rats (n = 5), 15 jours après la greffe des cellules U-87 MG. Les molécules testées ont été 

administrées pendant 15 jours. Parmi les 5 rats greffés et traités, 2 ont développé des signes 

neurologiques, 26 jours après la greffe (Figure 66). Les signes cliniques observés étaient 

semblables à ceux des rats greffés mais non traités. L'analyse systématique des pompes 

osmotiques, après euthanasie des rats, a montré qu'une quantité importante de solution 

contenant les molécules testées était encore présente dans les pompes osmotiques des deux 

rats malades. L'apparition des symptômes cliniques était donc vraisemblablement due à un 

défaut d'administration du traitement plutôt qu'à l'inefficacité des molécules. Ceci était 

concordant avec la détection d’une masse tumorale (30,72 ± 2,45 mm2) de taille comparable à 

celle des tumeurs de rats greffés mais non traités. 

Les 3 autres rats du lot n'ont jamais développé de signes cliniques pendant les 30 jours 

qui ont suivi la greffe et ont gagné 15,9 % de leur poids initial. Des colorations des coupes de 

cerveaux à l'hématoxyline (Figure 67) ont mis en évidence la présence d'une tumeur (11,43 ± 

3,66 mm2) de volume significativement plus réduit que celui observé chez les rats greffés non 

traités (Test de Tukey : 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 et p = 0,014 si les 5 rats 

sont pris en compte) (Figure 68). Les études immunohistochimiques ont montré que les 

protéines CD68, GFAP, HLA de classe I 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'œdèmes et de dépôts fibrineux. 

E. La dexaméthasone augmente l’effet anti-tumoral de FasL 

associé à l’étoposide 

Afin de limiter le processus inflammatoire observé chez les animaux traités par FasL 

et étoposide, la dexamethasone, un immunosuppresseur systémique prescrit dans les cas de 

pathologies inflammatoires (incluant celles du système nerveux central), a été ajouté à FasL et 

étoposide lors de la préparation des pompes osmotiques (n = 5). 
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Trente jours après la greffe, aucun des 5 rats greffés et traités avec FasL, étoposide et 

dexamethasone n'a présenté de symptômes cliniques (Figure 66). Cependant, une perte de 7,6 

% de leur poids initial a pu être constatée. Les colorations à l’hématoxyline des coupes de 

cerveaux de rats ont montré une diminution significative de la taille des tumeurs (7,35 ± 2,76 

mm2) (Figures 67 et 68), que ce soit par comparaison à la taille des tumeurs des rats non 

traités (n = 5 ; Test de Tukey : p = 0,0008) ou à celles des rats traités avec FasL et étoposide 

(n = 5 ; Test GLM : p = 0,005). Les cellules de ces tumeurs conservent l’expression de CD68, 

GFAP, HLA classe I et Fas. Il est à noter que dans ce groupe de rats traités, la disparition 

complète de la tumeur a été observée pour l'un d'entre eux. Dans ce cas, les marquages par 

immunohistofluorescence ont en effet révélé l'absence de cellules tumorales HLA+ ou CD68+ 

dans les autres régions du cerveau examinées au niveau de coupes sériées. 

A l’issu de ces résultats spectaculaires obtenus in vivo et après avoir mis en évidence 

l’implication du récepteur Notch1 au sein de la lignée U-87 MG et durant l’apoptose de ces 

cellules induites par FasL, nous avons souhaité étudier l’expression du récepteur Notch1 dans 

ce modèle de greffe tumorale avant et après traitement. 

F. Notch1 dans les xénogreffes 

Selon les premiers résultats le récepteur Notch1 serait également exprimé in vivo 

même après traitements par FasL et étoposide ou par FasL, étoposide et déxaméthasone. 

Cependant, l’expression du récepteur Notch1 semble diminuer dans les tumeurs ayant été 

traité. De plus, et contrairement aux résultats obtenus in vitro, le récepteur se trouve 

exclusivement dans le cytoplasme et à la membrane des cellules et non dans le noyau. 

Cependant ces résultats restent à confirmer avec de nouvelles expérimentations (Figure 70). 

traité FEDtraité FEnon traité traité FEDtraité FEnon traité  
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Figure 70 : Détection du domaine actif du récepteur Notch1 dans les coupes de cerveaux des 

rats greffés et traités. 

Non traité : tumeur obtenue après xénogreffe ; traité FE : tumeur obtenue après xénogreffe et 

traitement par FasL et étoposide ; traité FED : tumeur obtenue après xénogreffe et traitement 

par FasL + étoposide + déxaméthasone. 
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DISCUSSION 
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La famille des gènes CCN compte à ce jour 6 membres distincts : CCN1 à 6 (Bork, 

1993 ; Perbal, 2001). Ces gènes codent des protéines sécrétées ayant une structure modulaire 

commune mais des fonctions biologiques multiples : prolifération cellulaire, différenciation, 

migration, angiogenèse. Les deux gènes que nous avons étudiés, Cef10 et Nov, sont deux 

gènes précoces du développement dont les rôles semblent opposés. En effet, Cef10 permet la 

prolifération cellulaire (Planque et Perbal., 2003) alors que Nov, au contraire, inhibe cette 

prolifération (Planque et Perbal., 2003). Afin d’étudier l’implication de ces deux gènes au 

cours du développement, le modèle aviaire a naturellement été choisi. Les variations 

d’expression des transcrits de Cef10 et Nov ont été comparées chez l’embryon de poulet entre 

ED7 et ED8. Au cours de ces stades de développement, les phalanges apparaissent au niveau 

des ailes et des extrémités et la partie antérieure de la mandibule devient le bec. Cette étude a 

montré que les transcrits de Cef10 et de Nov sont exprimés au niveau du squelette et au niveau 

du tube neural au cours du développement. 

Les éléments squelettiques exprimant des transcrits des CCN sont formés par les 

cellules endochondrales de l’os en formation incluant les membres antérieurs et inférieurs. 

Cependant, ni Cef10 ni Nov ne sont exprimés au niveau des os de la face chez l’embryon de 

poulet. De ED7 à ED9, les ARNm de Cef10 sont exprimés au niveau de l’articulation en 

développement ainsi qu’au niveau du périoste alors que les transcrits de Nov sont retrouvés au 

niveau des zones hypertrophiques chondrocytaires proches de la jonction os-chondrocytes. 

L’expression des transcrits de Cef10 semble cependant plus faible que celle des transcrits de 

Nov au niveau de ces structures. Les profils d’expression des ARNm de Cef10 et Nov au 

niveau des membres sont similaires à ceux observés pour les gènes cOsr (chicken ortologue 

Odd-skipped related genes). L’expression des gènes cOsr a déjà été observée au niveau du 

foie, des intestins, des yeux, des arcs branchiaux ou encore les membres en formation durant 

l’embryogenèse chez le poulet. Les gènes cOsr sont continuellement exprimés au niveau du 

liquide synovial pendant le développement tardif des membres (Stricker et al., 2006). Au 

contaire, Nov est exprimé au niveau des formations endochondrales des os. Chez la souris, les 

progéniteurs ostéochondraux expriment Sox9, un facteur de transcription spécifique des gènes 
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de la chondrogenèse. Les cellules mésenchymateuses des bourgeons des membres expriment 

Sox9 et sont capables d’engendrer à la fois les cellules de la lignée chondrogénique et celles 

de la lignée ostéogénique (Akiyama et al., 2005). Nov est, quant à lui, exprimé dans les 

stades plus tardifs, au cours de la différenciation du cartilage, il est impliqué plus tardivement 

que Sox9 au cours de la formation des os. 

Au cours de l’embryogenèse précoce, Katsubé et son équipe n’ont pu détecter 

l’expression de Nov quelle que soit la structure nerveuse observée chez l’embryon de poulet 

(Katsubé et al., 2001). Les résultats obtenus entre ED7 et ED8 pour l’expression de Nov 

coïncident donc avec ceux attendus puisque nous n’avons pas observé d’expression notable de 

ce gène au niveau des structures neurales. En revanche, Cef10 est fortement exprimé au sein 

du tube neural en développement ainsi qu’au niveau des ganglions dorsaux mais en aucun cas 

dans les vertèbres. L’expression de Cef10 se localise au sein de la zone entourant le canal 

central du tube neural. Cette zone se trouve très proche des noyaux des motoneurones. Cette 

expression de Cef10 coïncide avec la maturation neuronale et le développement tardif des 

membres. 

Les gènes Cef10 et Nov sont donc mis en cause au court du développement des 

membres, du tube neural et des ganglions rachidiens postérieurs chez l’embryon de poulet 

entre ED7 et ED9. Ces gènes sont impliqués à la fois dans le développement des membres, 

l’ostéo-chondrogenèse, le développement synovial et également dans la mise en place du 

système nerveux. 

De récentes études ont montré qu’il existait une interaction physique entre la protéine 

Nov et le récepteur Notch (Sakamoto et al., 2002) : le récepteur Notch se lie à Nov par ses 

séquences EGF répétées (Katsube et Sakamoto, 2005). Ces deux molécules, ainsi que leur 

voie de signalisation, semblent intimement liées. Le récepteur Notch appartient à la famille 

des gènes pro-neuronaux et il est mis en cause dans de nombreux processus de différenciation 

cellulaire dont la neurogenèse (Lewis, 1996). Afin d’étudier l’expression du récepteur Notch 

au cours du développement, le modèle d’épithélium olfactif aviaire a été choisi. En effet, cet 

organe est constitué de cellules neurosensorielles et présente la caractéristique très rare d’être 

capable d’autorenouvellement (Kato et al., 2001). 

Dans un premier temps, cette particularité d’autorenouvellement de l’épithélium 

olfactif a été étudiée. Deux hypothèses sur l’origine de cellules souches de l’épithélium 
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olfactif s’oppose l’une soutient l’idée que ce sont les GBC qui sont les cellules souches et 

l’autre que ce sont les HBC qui jouent ce rôle (Chen et al., 2004 ; Murrell et al., 2005) 

Afin de connaître l’identité de ces cellules souches, la mise en place de cultures 

primaires d’épithéliums olfactifs d’embryons de poulets et l’isolement de cellules souches de 

cet organe par la méthode de SdFFF ont été réalisés (Comte et al., 2006 voir annexe 2). Les 

tris cellulaires réalisés ont permis un enrichissement de la fraction PF2 en cellules exprimant 

les kératines et le TrkA correspondant aux cellules HBC. Les résultats obtenus tendent à 

prouver que les HBC seraient les cellules souches de l’épithélium olfactif. En effet, ces 

cellules sont capables de se multiplier et de redonner tous les types cellulaires composant 

l’épithélium olfactif d’embryons de poulets. Cette étude nourrit de grands espoirs dans 

l’obtention de cellules souches neuronales sur des modèles plus proche de l’homme, ce qui 

constituerait un grand espoir thérapeutique pour les maladies neurodégénératives (Murrell et 

al., 2005). 

 

Sur ce modèle nous avons entrepris l’étude du récepteur Notch1 afin de savoir si la 

mise en place de l’épithélium olfactif pouvait être liée à l’expression de ce gène précoce du 

développement et s’il était particulièrement lié, dans ce cadre, au processus de neurogenèse. 

 

L’étude spatio-temporelle de l’expression des transcrits du récepteur Notch1 suggère 

que ce récepteur est impliqué dans l’ontogenèse de la placode olfactive chez le poulet. La 

méthode d’hybridation in situ a permis de mettre en évidence la présence des transcrits du 

récepteur Notch1 au cours du développement au sein de l’épithélium olfactif d’embryons de 

poulets. 

L’expression des transcrits de Notch1 diminue tout au long de l’embryogenèse au sein 

de l’organe comme cela a été montré chez la souris (Doi et al., 2004). A ED4, l’expression 

des transcrits de Notch1 est homogène de toutes les cellules constituant la placode olfactive. A 

ce stade, environ 30% des cellules expriment les transcrits du récepteur Notch1. Ce stade 

correspond au début de la croissance et à la migration des axones issus des cellules 

neurosensorielles de l’épithélium olfactif à destination du bulbe olfactif (Van Campenhout, 

1937). 
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La diminution significative du niveau d’expression des transcrits de Notch1 entre ED4 

et ED5 pourrait être l’un des facteurs initiateurs de la phase de croissance axonale étant donné 

que le récepteur Notch1 est responsable du phénomène d’inhibition latérale (Berezovska et 

al., 1999 ; Henrique et al.,1995). Le niveau d’expression des transcrits de Notch1 reste 

ensuite stable comme le suggère le palier d’expression entre ED5 et ED7,5. Cette étape de 

l’ontogenèse du système olfactif correspond à la phase durant laquelle les cellules à LH-RH 

migrent vers leur territoire présomptif au niveau du système nerveux central (Murakami et 

al., 1991). 

A partir d’ED8, l’apparition des premières synapses au niveau bulbaire pourrait être 

corrélée à une nouvelle diminution du niveau d’expression des transcrits de Notch1. Cette 

expression du récepteur semble restreinte à la partie médiane de l’épithélium olfactif, au 

niveau de cellules fusiformes possédant des prolongements cytoplasmiques traversant de part 

en part cet épithélium. La morphologie, ainsi que la localisation de ces cellules au sein de 

l’organe, tendent à prouver que les cellules exprimant les transcrit de Notch1 à ED8 

pourraient être des cellules neuronales mais ceci reste à confirmer par l’utilisation de 

marqueurs immunohistochimiques. Le récepteur Notch1 pourrait être dans ce cadre un facteur 

déclenchant de la croissance axonale et de la synaptogenèse (Salama-Cohen et al., 2006). 

L’expression des transcrits du récepteur Notch1 reste constante entre ED8 et ED10,5. 

Cependant à la fin de la synaptogenèse épithélio-bulbaire (Leibovici et al., 1996) l’expression 

des ANRm du récepteur diminue et aboutit à ED14 à une disparition des transcrits au sein de 

l’épithélium olfactif. 

De manière intéressante, il n’y pas d’expression de Notch1 par hybridation in situ 

détectée après ED12 à l’exception de ED18 où une très légère augmentation du niveau 

d’expression est observée. Cette augmentation pourrait être corrélée avec les premiers 

contacts entre l’épithélium olfactif et l’air. En effet, dès ED18, le poussin commence à percer 

la coquille de l’œuf et entre en contact avec l’environnement extérieur. Ce premier contact des 

neurones olfactifs avec l’air pourrait induire une mort neuronale significative en raison de 

l’agressivité du milieu. La restauration d’un épithélium olfactif fonctionnel implique une 

réactivation de la neurogenèse et des mécanismes de différenciation mettant en jeu 

l’expression du récepteur Notch1. Ainsi, celui-ci assurerait par un processus d’inhibition 

latérale (Henrique et al., 1995), la réorganisation cellulaire de la muqueuse olfactive. Pour 
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confirmer le rôle du récepteur Notch1 à ce stade, il serait nécessaire d’étudier l’expression 

concomitante des protéines Notch1 et Cash 1 (Chicken acaete scute homologue 1), marqueur 

des précurseurs neuronaux exprimé lors de mécanismes de régénération de l’épithélium 

olfactif. 

Les variations de l’expression de Notch1 semblent corrélées aux différentes transitions 

qui ont lieu au cours de l’ontogenèse du système olfactif comme la croissance axonale ou 

encore la synaptogenèse bulbaire. 

Le profil d’expression des transcrits du récepteur Notch1 au cours de la mise en place 

du système olfactif aviaire suit les grandes étapes embryologiques de la mise en place de 

l’organe. En effet, les brutales diminutions du niveau d’expression du récepteur au sein de 

l’épithélium coïncident avec le début de la croissance axonale ou encore le début de la 

synaptogenèse entre le bulbe olfactif et l’épithélium. 

Le récepteur Notch1 pourrait être l’un des facteurs participant au déclenchement 

d’étapes clefs de la mise en place du système olfactif. Son expression serait étroitement liée à 

des mécanismes impliquant particulièrement les cellules neuronales au cours du 

développement de l’épithélium olfactif de poulet comme cela est le cas dans le modèle de 

souris où le récepteur est impliqué dans la ségrégation entre neurones et cellules gliales 

(Carson et al., 2006). 

L’activation de la voie de signalisation du récepteur Notch1 permet la régulation de la 

neurogenèse et de la gliogenèse au niveau du système nerveux central (Yoon et Gaiano, 

2005). Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés à l’expression du récepteur Notch1 dans 

un modèle pathologique de cellules gliales tumorales humaines : la lignée U-87 MG. La 

lignée U-87 MG est issue d’une lignée de glioblastomes de haut grade, constituée d’un type 

cellulaire, de type astrocytaire mais hétérogène dans son degré de différenciation (Chu et al., 

2001). 

Nous avons mis en évidence la présence de Notch1 et de 4 de ses ligands (Delta 1, 4, 

Jagged 1 et 2) au sein de la lignée U-87 MG comme cela fut montré en Western blotting, par 

Purow et son équipe (Purow et al., 2005). De plus, nous avons montré que le récepteur ainsi 

que les ligands ont une localisation intracellulaire dans les cellules U-87 MG puisqu’il est 

nécessaire de perméabiliser les cellules pour les détecter en cytométrie en flux. Des études ont 
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montré que le domaine intracellulaire de Notch1 pouvait être séquestré et donc empêcher la 

transduction du signal induite par le récepteur Notch1 (Campos et al., 2006). De plus, 

l’expression du récepteur Notch1 semble très hétérogène dans les gliomes de haut grade, 

certains exprimant le récepteur Notch1 et d’autres ne l’exprimant pas (Cheung et al., 2006). 

Il est à noter d’une part que dans les glioblastomes, le récepteur Notch1, lorsqu’il est détecté il 

se trouve principalement dans le cytoplasme et le noyau (Purow et al., 2005 ; Cheung et al., 

2006) et d’autre part que son niveau d’expression est inversement proportionnel au degré 

d’agressivité observée dans les gliomes ainsi que dans d’autres types tumoraux (Chu et al., 

2002 ; LaVoie et Selkoe, 2003 ; Purrow et al., 2005). 

De plus, les ligands Delta 1 et Jagged 1 semblent avoir des effets opposés dans les 

glioblastomes : l’expression de Delta est corrélé avec celle du récepteur Notch1 alors que 

celle de Jagged 1 est inversement proportionnelle à celle de son récepteur (Purrow et al., 

2005). Cette différence d’expression entre Jagged 1 et le récepteur Notch1 dans ces cellules 

tumorales pourrait s’expliquer par le rôle que jouent ces protéines au cours du développement 

du système nerveux central. En effet, les progéniteurs neuronaux expriment soit le récepteur 

Notch1 soit les ligands, selon leur différenciation en cellules gliales ou en neurones (Talora 

et al., 2002). Néanmoins, le profil d’expression du récepteur Notch, observé dans les gliomes 

de bas grade, est diminué (à l’inverse d’une expression hétérogène détectée dans les gliomes 

de haut grade) et comparable à celui observé dans les précurseurs neuronaux où l’on observe 

une diminution d’expression du récepteur Notch1 et une augmentation de l’expression des 

ligands (Purow et al., 2005). Les différents profils d’expression du récepteur Notch1 

observés dans les glioblastomes de haut grade rendent l’interprétation plus complexe. 

Cependant de nouvelles études ont montré l’existence de cellules souches cancéreuses, ce qui 

pourrait nous renseigner sur le rôle que peut jouer le récepteur Notch1 dans les gliomes de 

haut grade (Sanai et al., 2005). En effet, le récepteur Notch permettrait le renouvellement des 

cellules souches neurales adultes (Hitoshi et al., 2002 ; Shen et al., 2004). De ce fait, lors du 

processus de tumorigenèse de ces cellules souches, la voie de signalisation du récepteur Notch 

pourrait être modifiée et même contribuer au mécanisme tumorigène. 

Dans la lignée U-87 MG, certaines cellules expriment la vimentine, classiquement 

utilisé comme marqueur d’immaturité (Chu et al., 2001). Cette présence de cellules 

immatures pourrait expliquer l’agressivité de ce glioblastome de haut grade ainsi que sa 
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résistance à l’apoptose. Dans ce cadre, nous avons recherché le moyen d’induire la mort de 

ces cellules. Pour cela, nous avons recherché la présence du récepteur de mort Fas dans les 

cellules U-87 MG. Après la mise en évidence de la présence de ce récepteur dans la lignée, 

nous avons testé les molécules FasL et l’étoposide à différentes concentrations afin d’induire 

le taux le plus élevé d’apoptose. Des études sur FasL (Frankel et al., 2002 ; Robe et al., 

2005) et l’étoposide (Lavicka et al., 2001) ont permis de montrer l’effet cytotoxique de 

chaque molécule séparément sur les glioblastomes. Nous avons pu déterminer que les 

concentrations induisant les taux les plus élevés  d’apoptose in vitro dans la lignée U-87 MG 

sont de 40 ng / mL pour FasL et de 10 ng / mL pour l’étoposide. L’utilisation et l’efficacité de 

l’étoposide à une telle concentration ont d’ailleurs déjà été démontrés in vitro (Boesen-de 

Cock et al., 1998 ; Takahashi et al.,1998). Cette combinaison a été également associé à de la 

dexaméthasone, dont les propriétés anti-inflammatoires pourrait s’opposer à l’action pro-

inflammatoire de FasL dépendant de facteurs tels que les chémokines et l’IL-1 (Wajant et al., 

2003, Imamura et al., 2004, Regardsoe et al., 2004). Après avoir montré les combinaisons 

de molécules (FasL / étoposide / dexaméthasone) sensibilisant les cellules U-87 MG à 

l’apoptose, l’expression du récepteur Notch1 dans ces différentes conditions a été étudiée. 

L’expression du récepteur Notch1 varie selon les différents traitements des cellules. L’action 

de FasL induit une diminution de l’expression du récepteur Notch1 alors que l’étoposide au 

contraire, induit une augmentation de son expression. Les effets opposés de FasL et de 

l’étoposide sur le niveau d’expression du récepteur Notch1 ont soulevé des questions sur les 

mécanismes potentiels sous-jacents à ces résultats. L’étude du cycle cellulaire des cellules U-

87 MG après traitement a montré l’influence indiscutable de l’étoposide sur ce dernier. Cette 

molécule entraîne un blocage du cycle en phase S (Lawrence et al., 1989) qui pourrait 

conduire à une accumulation du récepteur Notch1 dans ces cellules. D’autre part, les cellules 

U-87 MG constituent une lignée cellulaire très hétérogène dans leur degré de maturation. La 

vimentine a été utilisée comme marqueur d’immaturité au sein de la lignée U-87 MG (Chu et 

al., 2001). Il apparaît que 80 % des cellules de la lignée U-87 MG expriment le récepteur 

Notch1 et que moins de 10 % de ces cellules expriment la vimentine. En revanche, toutes les 

cellules exprimant la vimentine expriment les récepteur Notch1. Seul l’ajout de FasL ne 

modifie pas le profil d’expression des cellules exprimant à la fois la vimentine et Notch1. A 

l’inverse, la dexaméthasone ainsi que l’étoposide semblent diminuer le niveau d’expression 

de la vimentine, ce qui tendrait à prouver que ces deux molécules induisent une 

différenciation cellulaire dans la lignée U-87 MG, certaines cellules perdant leur marqueur 
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d’immaturité. Des études ont montré le pouvoir différenciant de la dexaméthasone (Murata 

et al., 2004 ; Kirton et al., 2006). 

De plus, afin de déterminer s’il existe une interaction du récepteur Notch1 avec 

l’apoptose induite par FasL, l’activation du récepteur Notch1 a été inhibée en utilisant un 

inhibiteur de γ-sécrétase. Cet inhibiteur permet d’éviter le clivage S3 du récepteur Notch1 et 

de ce fait d’empêcher la translocation du domaine actif de Notch1 dans le noyau et donc la 

transduction du signal dû au récepteur (Doerfler et al., 2001). L’apoptose des cellules U-87 

MG due à FasL est diminuée lorsque Notch1 est inactivé par l’inhibiteur de γ-sécrétase. Dans 

ce cadre, il a d’ailleurs déjà été montré que l’activation du récepteur Notch1 protège les 

cellules T de l’apoptose induite par la déxaméthasone, l’étoposide et l’activation du récepteur 

Fas, par le biais d’une augmentation des IAP, des protéines de la famille Bcl2 et des protéines 

FLIP (Deftos et al., 1998 ; Sade et al., 2004). 

L’effet apoptotique de l’étoposide et de FasL in vitro sur la lignée U-87 MG nous a 

conduit à envisager de mettre en place un modèle in vivo de ce type de tumeur gliale par 

xénogreffes (Ozawa et al., 2002). Ces xénogreffes ont été réalisées dans des cerveaux de rats 

athymiques ; nous avons utilisé le FasL, l’étoposide et la déxaméthasone comme traitement 

expérimental afin d’essayer d’éliminer les cellules tumorales (Giraud et al., 2006, voir 

annexe 3). L’instillation du traitement a été réalisée à l’aide de pompes osmotiques permettant 

une diffusion lente et continue des molécules. Ces pompes furent implantées 15 jours après 

les xénogreffes permettant ainsi un développement important des tumeurs. Nous avons pu 

constater que la combinaison de ces molécules permet une importante diminution de la taille 

des tumeurs même chez les rats n’ayant pas reçu l’intégralité du traitement (pompes 

défectueuses). Cependant des signes sévères d’inflammation pouvaient être détectés autour de 

la zone tumorale chez les animaux traités par le FasL et l’étoposide alors que ces signes 

d’inflammation n’existaient pas chez les animaux greffés non traités. Afin de diminuer ce 

phénomène inflammatoire, la déxaméthasone (stéroïde anti-inflammatoire) fut ajoutée au 

traitement. L’association des trois molécules (FasL, étoposide et déxaméthasone) entraina une 

remarquable régression de la taille des tumeurs. L’effet anti-prolifératif de la déxaméthasone a 

déjà été démontré. Elle inhiberait l’angiogenèse dans des tumeurs solides (Wolff et al., 1997) 

et aurait un effet anti-prolifératif (Reil et al., 1999). Cependant, l’effet anti-tumoral de la 

déxaméthasone utilisée seule est encore débattu. Certains montrent un effet anti-apoptotique 
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de la molécule (Nzang Nguema et al., 2005), un effet pro-prolifératif (Zibera et al., 1992) ou 

encore anti-prolifératif (Kaup et al., 2001) sur les cellules tumorales, dépendant des types 

cellulaires. Il s’avère que l’effet anti-tumoral de la déxaméthasone reste non élucidé. 

Néanmoins, l’effet anti-tumoral de l’association FasL, étoposide et déxaméthasone a déjà été 

démontré in vitro sur des cellules de la lignée B (Roue et al., 2001). En effet, dans les 

lymphomes B, l’activation du récepteur Fas n’entraîne pas l’apoptose des cellules B qui sont 

également résistantes à l’étoposide, mais l’ajout de déxaméthasone permet aux cellules 

d’entrer en apoptose (Roue et al., 2001). 

Les coupes tissulaires des cerveaux de rats greffés et traités ont été analysées et ont 

montré une expression du récepteur Notch1. Les traitements (FasL / étoposide ou FasL / 

étoposide / dexaméthasone) entraineraient une diminution de l’expression du récepteur 

Notch1 in vivo. 

L’implication in vitro et in vivo de Notch1 dans cette lignée tumorale gliale et 

l’évolution de son expression en réponse aux traitements pro-apoptotiques soulèvent des 

interrogations sur l’orientation que peut avoir ce récepteur dans un modèle pathologique 

comme celui de la lignée U-87 MG. Cette lignée cellulaire est très hétérogène et l’expression 

très limitée de la vimentine semble prouver qu’il existe au sein de cette lignée différents 

stades de différenciation cellulaire. De plus, toutes les cellules de la lignée exprimant la 

vimentine expriment également le récepteur Notch1, ce qui laisse à penser que le récepteur 

Notch1 pourrait être lié aux phénomènes de différenciation au sein de la lignée. Les nouvelles 

hypothèses sur les processus de tumorigenèse impliquant des cellules souches cancéreuses 

pourraient nous éclairer sur le rôle que pourrait jouer le récepteur Notch1 dans la formation 

des cancers et l’apoptose de ces cellules. 
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Le rôle du récepteur Notch reste ambigü dans les processus de cancérisation tantôt 

considéré comme suppresseur de tumeur tantôt comme oncogène (Lelong et Karsan, 2006 ; 

Sjölund et al., 2005). Au regard des dernières recherches effectuées sur les cellules souches 

cancéreuses, Notch1 pourrait jouer un rôle dans la différenciation cellulaire au sein de lignée 

comme les U-87 MG. De plus ces cellules étant résistantes à l’apoptose, induire leur 

différenciation par l’intermédiaire du récepteur Notch1 pourrait nous permettre d’induire une 

sensibilisation massive de toutes les cellules de la lignée à l’apoptose par de récepteur Fas. Il 

est important de préciser que des études ont prouvé l’effet non apoptotique du récepteur Fas 

après stimulation dans certaines cellules souches (Ceccatelli et al., 2004). 

En outre, des études fonctionnelles complémentaires des récepteur Notch1 et 2 

(souvent opposés dans les cancers) pourraient orienter les recherches afin d’induire la mort 

cellulaire dans la lignée U-87 MG. La découverte récente d’un marqueur d’immaturité dans 

les cellules tumorales : CD133, pourrait nous permettre d’isoler les cellules les plus 

immatures dans la lignée U-87 MG d’étudier précisément le rôle du récepteur Notch dans 

cette population cellulaire restreinte ainsi que l’effet FasL sur ces cellules (Clarke, 2004). 

Au-delà de l’effet potentiel direct du récepteur Notch sur l’apoptose des glioblastomes, 

son effet anti angiogénique dans certains cancers pourrait également être une voie de 

recherche prometteuse dans le cadre des glioblastomes (Rehman et Wang, 2006). De plus, la 

protéine Nov (déjà co-immunoprécipité avec le récepteur Notch) possèderait une activité anti-

tumorale dans les lignée C6 (gliome de rat) ouvrant ainsi de nouvelles perspectives d’études 

pour inhiber l’expansion cellulaire des U-87 MG (Gupta et al., 2001). Dans le cadre, une 

étude des gènes de de la famille CCN durant le développement est en cours en collaboration 

avec le Profeseur Katsubé, permettant à terme d’approfondir nos connaissances sur cette 

famille de gènes et son implication dans la prolifération et la différenciation cellulaire, 

phénomène impliqué à la fois dans le développement et la carcinogenèse. 
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