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Pendant plusieurs décades, les facteurs neurotrophiques (FNTs) ont été confinés au
domaine des neurosciences et plus particulierement de la neurobiologie du développement.
L'idée que ces facteurs puissent étre utiles dans des domaines comme la neuroprotection voire
la « neuro-réparation » d'affections neurologiques diverses, aigués ou chroniques, a été
évoquée tres tot mais, pendant longtemps, aucun argument expérimental ne venait étayer cette
hypotheése. Il y a une quinzaine d'années, les techniques de biologie moléculaire ont modifié
de maniere radicale cet état de choses et ce, par trois voies d'approche différentes sur les plans
technique et conceptuel, mais avec au bout du compte, la méme finalité : 1) la production de
grandes quantités de facteur trophique recombinant par les techniques d'expression
hétérologue a permis d'envisager leur utilisation thérapeutique a grande échelle; 2) la
construction d'animaux transgéniques défectifs pour I'un ou l'autre de ces facteurs a permis
d'¢laborer ou d'affiner diverses hypothéses étio- et physio-pathologiques concernant diverses
maladies neurologiques, surtout neurodégénératives; 3) la meilleure connaissance des voies
intracellulaires de signalisation de ces facteurs débouche sur de nouvelles conceptions
pharmacologiques de recrutement de ces voies intra-neuronales de signalisation, "court-
circuitant" ainsi l'utilisation de ces facteurs dans diverses affections neurologiques.

Dans cette revue, nous décriront brievement les facteurs neurotrophiques caractérisés
jusqu'a présent. Nous rappellerons quels sont les concepts qui ont permis leur découverte
voici maintenant bientdt septante ans par le regrett¢ Viktor Hamburger, pionnier de la
neuroembryologie et récemment décédé. Nous envisagerons ensuite les évolutions récentes
des hypothéses physiopathologiques réalisées par 1'étude des animaux transgéniques. Enfin,
nous évoquerons les résultats des essais cliniques qui utilisent ces facteurs dans des affections

neurologiques diverses.

1. Les Facteurs Neurotrophiques :

a. Historique

On doit les premicres observations suggérant 1'existence un support trophique pour
les neurones a Waller qui en 1952 observe qu'aprés une 1ésion nerveuse, c'est la partie distale
qui dégénere (Waller, 1952). En 1898, Forsmann observe que les fibres nerveuses
proximales par rapport a une lésion ont tendance a régénérer vers leur partie distale
(Foarsmann, 1898). Ces observations ont ensuite été raffinées par Ramon Y Cajal qui

démontre que ces fibres en régénération ont tendance a se diriger vers leur cible, malgré le



fait qu'elles en soient parfois séparées par de grandes distances (Ramon Y Cajal, 1892 et
1928). C'est a Viktor Hamburger que 1'on doit cependant la théorie de la neurotrophicité : il
décrit l'atrophie a la fois de la corme spinale antérieure et des ganglions spinaux lorsqu'il
excise 1'ébauche d'aile d'un embryon de poulet agé de 72 heures (Hamburger, 1934). 11
conclut qu'il existe au niveau des territoires destins a étre innervés une ou des substance(s)
favorisant la survie neuronale. Buecker puis Levi-Montalcini répétent au début des années
cinquante les expériences de Hamburger et essaient de substituer au tissu excisé¢ un tissu
moins complexe et plus homogene sur le plan histologique. Ils découvrent ainsi que certains
sarcomes favorisent la survie et la croissance axonale de neurones des ganglions dorsaux ou
des ganglions sympathiques (Levi-Montalcini, 1951) . Levi-Montalcini, associée cette fois a
Cohen, identifie ensuite cette substance neurotrophique comme étant une protéine ou une
ribonucléoprotéine (Cohen et coll.,, 1954). En cherchant a détruire l'activité trophique, ils
utilisent du venin de serpent, riche en nucléases variées dans 1’hypothése ou cette activité
trophique serait ribonucléique. D'une part, ils confirment dans cette expérience que l'activité
trophique est de nature protéique et non pas ribonucléoprotéique, mais d'autre part, ils font
une observation qui va leur permettre la purification de ce qu'ils appellent désormais le
"Nerve Growth Factor ou NGF" : le venin de serpent est trés riche en NGF. Dgs lors, ils vont
partir d'extraits de glandes sous-maxillaires de souris pour la purification du NGF (Cohen
1960). Bien plus, dés qu'un immun sérum dirigé contre le NGF a été disponible, on a observé
une "immuno-sympathectomie" apres injection de ce sérum a des embryons de poulet ou de

souris.

b. Définitions

La définition de facteur neurotrophique comme étant une substance permettant la
survie neuronale est bien trop imprécise. En effet, le glucose répond a ces critéres et on ne
peut évidemment le ranger dans cette catégorie. Les FNTs sont des peptides ou des protéines
sécrétés, souvent par la cible, et qui agissent comme facteurs de croissance nécessaires au
développement phénotypique (mais aussi a la maintenance chez l'individu adulte) de
populations neuronales spécifiques. Ces protéines diffusibles libérées par la cible (neuronale
ou non) agissent via un transport rétrograde ou de maniére autocrine ou paracrine. Agir
comme un facteur de croissance signifie dans ce cas favoriser a la fois la survie cellulaire,
I'¢longation neuritique et I'établissement d'une synapse avec la cible adéquate.

Les premicres expériences rappelées ci dessus suggerent que les neurones au cours

du développement entrent en compétition les uns avec les autres car la quantité de NGF



libérée par la cible étant limitée (Grimes et coll., 1996; Yuen et coll.,1996). Les neurones qui
ne regoivent pas suffisamment de stimulus trophique disparaissent par apoptose, encore
appelée mort cellulaire programmée (Thoenen et coll., 1987). Cette hypothese a été en partie
vérifiée expérimentalement (Von Bartheld et Johnson, 2001). Chez l'adulte, les FNTs sont
impliqués dans la maintenance phénotypique neuronale mais également dans la régulation de
nombreux autres aspects de la biologie tant neuronale que gliale.

Si les premiers facteurs trophiques ont été caractérisés en utilisant des techniques
classiques de purification des protéines couplées a un dosage de la survie neuronale servant a
monitoriser la purification, les progrés des techniques de biochimie et surtout de la biologie
moléculaire ont permis d'e caractériser plusieurs FNTs depuis le NGF (Tableau 1). D'autres
facteurs purifiés ou clonés dans des circonstances autres que la survie neuronale, se sont
révélés par la suite, une fois utilisés dans des expériences de survie neuronale en culture,
comme étant doué également d'une activité neurotrophique (le bFGF ou "Fibroblast Growth

Factor" de type basique étant un exemple particulierement illustratif de ce fait).

c. Les neurotrophines

Les neurotrophines, encore appelées super-famille du NGF, comprend outre le
NGF, le brain-derived neurotrophic factor (BDNF), la neurotrophin-3 (NT-3), la
neurotrophin-4/5 (NT-4/5) et la neurotrophin-6 (NT-6) (Ibanez ,1998). Bien que les
neurotrophines aient été caractérisées chez a peu pres tous les vertébrés, on n'a jamais mis en
évidence leurs homologues chez les invertébrés. Barde, qui a purifi¢ le BDNF (Barde et coll.,
1982), a méme émis I'hypothése selon laquelle les organismes de petite taille n'avaient pas
besoin de neurotrophines pour assurer le développement et la maintenance de leur systéme
nerveux (Bibel et Barde, 2000). L'absence de neurotrophines chez les invertébrés a été
récemment confirmée par l'analyse des génomes de C. elegans, de la drosophile et de la
limule (Jaaro et coll, 2001).

Si on reprend le décours historique des événements, lorsqu'on a réalisé que le NGF
n'exercait pas d'activité trophique vis-a-vis de certains types neuronaux, on a immédiatement
recherché d'autres facteurs neurotrophiques. Le premier qui a été ainsi caractérisé est le
BDNF qui, a l'inverse du NGF, est trophique pour les motoneurones par exemple (Sendtner et
coll., 1992). L'analyse des similitudes structurales entre les deux facteurs (la séquence en
acides aminés du NGF est identique a plus de 50% de celle du BDNF) a permis de rechercher
d'autres génes ou protéines qui avaient ces mémes similitudes. Ainsi, pas moins de 5

laboratoires différents ont décrit en méme temps le troisitme membre de la famille des



neurotrophines, la NT-3 (Ernfors et coll., 1990; Hohn et coll., 1990; Kaisho et coll., 1990;
Maisonpierre et coll., 1990; Rosenthal et coll., 1990). L'analyse phylogénique de ces trois
facteurs neurotrophiques a ensuite permis a certains auteurs de caractériser un facteur
neurotrophique (NT-4) présent chez la grenouille africaine (Xenopus Laevis) et chez la vipére
(Viper Labetina) (Hallbook et coll., 1991). NT-5, un facteur exprimé surtout dans le placenta
humain est en fait trés voisin de NT-4 et étant donné que ces deux facteurs ont également des
propriétés fonctionnelles trés proches, il a été décidé de les regrouper sous le terme NT-4/5
(Berkemeier et coll., 1991). Enfin, le dernier membre de cette famille est la NT-6 identifi¢e
chez le xiphophore (Xiphophorus maculatus), un petit poisson d’aquarium (Gotz et coll.,
1994) Ce facteur trophique pour les neurones sensoriels et sympathiques n'est pas sécrété
dans le milieu mais exprimé en surface cellulaire et, fait unique dans la famille des

neurotrophines, requiert I'addition d'héparine pour étre actif.

d. La famille des Neurokines

L'observation que des extraits de la chambre antérieure de I'eeil sont capables
d'interrompre le déroulement d'un programme de mort neuronale (apoptose) dans des
neurones de ganglion ciliaire parasympathique (et donc cholinergiques) chez des embryons de
poulet (Adler et coll., 1979) a conduit a la purification du Ciliary Neurotrophic Factor ou
CNTF (Barbin et coll., 1984; Manthorpe et coll., 1986). Le clonage a permis l'analyse de la
séquence en acides aminés de ce facteur et on s'est rendu compte qu'il était dépourvu d'un
peptide signal, nécessaire a la sécrétion (Lin et coll., 1989). Ceci suggere que ce facteur
serait cytosolique et que sa libération dans le milieu extracellulaire ferait appel a des
mécanismes non encore ¢lucidés.

C'est le systeme de récepteur au CNTF qui le rapproche de nombreuses cytokines
d'ou le nom de neurokines. En effet, le CNTF peut interagir avec une protéine membranaire
appelée CNTFaR qui n'est exprimée qu'au niveau du systéme nerveux central (Ip et coll.,
1993). Cette protéine est liée a la membrane par un lien glycosylphosphatidylinositol (GPI),
ce qui permet en fait une liaison du CNTF par des cellules qui n'expriment pas CNTFoR : ce
dernier peut étre sécrété par une cellule et adsorbé sur une autre cellule qui porte sur sa
membrane des GPI libres. Le CNTFaR présente le CNTF a son "vrai" récepteur capable de
transduire un signal a l'intérieur de la cellule. Il s'agit d'un hétérodimeére LIFRB/gp130,
récepteur utilisé par de nombreuses cytokines telles I'IL-6, le LIF ou encore 1'oncostatine M
ou la cardiotrophine-1. D'ailleurs, I'analyse structurale du CNTF le rapproche de ces mémes

cytokines ainsi que du facteur de croissance des granulocytes, le GM-CSF (Basan, 1991;



Baumann et coll., 1993, Davis et coll., 1993; Stahl et coll., 1993). Le LIF (Leukemia
Inhibiting Factor) est par ailleurs dou¢ d'activité neurotrophique vis-a-vis de plusieurs types
neuronaux dont notamment les motoneurones (Hall et Rao, 1992; Martinou et coll., 1992;

Ludlam et Kessler, 1993).

e. La famille GDNF

Cette famille est la derniére a avoir été individualisée. Le Glia-derived
Neurotrophic Factor (GDNF) est libéré par les cellules gliales et favorise la survie des
neurones dopaminergiques notamment (Lin et coll, 1993; Lin et coll., 1994).
Structurellement, le GDNF fait partie de la superfamille des TGF-f (Transforming Growth
Factor B). A ce propos le TGF-f stimule la survie des motoneurones en culture (Martinou et
coll., 1990), sans doute de maniere indirecte (Flanders et coll,, 1991) et favorise la
neuritogenese de I'hippocampe (Ishihara et coll., 1994). Par ailleurs, il a été démontré que le
TGF-f constitue un signal neurono-schwannien stimulant les réactions des ces cellules apres
lésion du nerf périphérique (Rogister et coll., 1993). Pour en revenir au GDNF, celui-ci, une
fois purifié, fut injecté par voie intra-ventriculaire chez le rat adulte, et on a démontré qu'il
protégeait les neurones dopaminergiques a la fois contre une atteinte toxique constituée par
injection de MPTP (Tomac et coll., 1995) et contre les effets de 1'axotomie (Beck et coll.,
1995). Cependant, l'effet neuroprotecteur du GDNF ne se limite pas aux seuls neurones
dopaminergiques puisqu'il maintient la survie des motoneurones a une concentration trés
faible (ECso de 10 fM) (Henderson et coll., 1994), il favorise leur maturation cholinergique
(Zurn et coll., 1994) et il les protege de la mort cellulaire induite par axotomie (Oppenheim et
coll., 1995; Yan et coll., 1995; Li et coll., 1995). De méme, le GDNF est capable de favoriser
la survie de certaines populations neuronales des ganglions périphériques ( Trupp et coll.,
1995; Buj-Bello et coll., 1995).

La neurturine (NRTN) fut le second facteur de cette famille a étre caractérisé sur
base d'une activité neurotrophique vis-a-vis des neurones sympathiques (Kotzbauer et coll.,
1996). Ensuite, sur base de I'homologie de séquence entre le GDNF et la NRTN, on a pu par
les techniques de biologie moléculaire individualiser la perséphine (PSPN) (Milbrandt, J. et
coll., 1998) et I'artémine (ARTN) (Baloh et coll., 1998). Tous ces facteurs ont sept résidus
cystéines conservés, ce qui leur confére une structure proche expliquant leur lien de parenté.
Ces facteurs neurotrophiques sont importants au cours du développement dans et hors du
systétme nerveux. D’une part, ART par exemple est un facteur neurotrophique vis-a-vis de

neurones périphériques ( Anders et coll., 2001). D’autre part, les souris transgéniques dont le



géne du GDNF a été inactivé meurent a la naissance suite a deux anomalies : d'une part elles
présentent un dolicho-méga colon tel qu'on peut I'observer chez les enfants atteints de la
maladie de Hirshprung et qui est dii dans ce cas a une absence totale de neurones entériques
mais en plus ces souris présentent une agénésie rénale (revue : Baloh et coll., 2000). Ceci

souligne I'implication de ces facteurs en dehors du systéme nerveux.

f. Les facteurs neurotrophiques non-neuronaux.

Les Fibroblast Growth factors (FGFs) ont été isolés au départ a partir
d'homogénats de cerveaux sur base de leur activité mitogéne vis-a-vis des fibroblastes en
culture (Gospodarowicz, 1974). On s'est rapidement rendu compte en effet que l'activité
mitogeéne était due non pas a un mais a au moins deux facteurs assez proches qui pouvaient
étre séparés sur base de leur point isoélectrique différent (Lemmon et coll., 1982; Thomas et
coll., 1984). Un FGF a un point isoélectrique acide et a été appelé aFGF tandis que le bFGF a
un point isoélectrique basique. Depuis, plusieurs autres FGFs ont été caractérisés et
actuellement, on dénombre 15 formes différentes (Boilly et coll., 2000). Outre leur
homologie de séquence et de structure, tous ces facteurs ont en commun une affinité élevée
pour I'héparine et les héparans sulfates protéoglycans. Ils sont dés lors trés largement
distribués au niveau des surfaces cellulaires et des membranes basales. Non seulement
'héparine ralentit leur dégradation (Gospodarowicz et coll., 1986a) mais elle amplifie leur
activité biologique en facilitant I’interaction avec leurs récepteurs (Gospodarowicz et coll.,
1986b; Lefebvre et coll., 1991). Ces observations sont a la base de leur désignation sous le
terme générique "Heparin-binding Growth factors" (Burgess et coll., 1989). Au niveau du
systéme nerveux, aFGF et bFGF sont mitogenes pour les astrocytes (Perraud et coll., 1988),
mais aussi pour les cellules souches nerveuses en culture (Ciccolini et Svendsen, 1998). Le
bFGF stimule la survie et la croissance neuritique des neurones hippocampiques feetaux en
culture ainsi que des neurones corticaux (Walicke et coll., 1986; Morrison et coll., 1986). Au
niveau du systéme nerveux périphérique, le bFGF stimule la survie des neurones des
ganglions des racines dorsales (Unsicker et coll., 1987) des neurones du ganglion ciliaire
parasympathique (Dreyer et coll., 1989), des neurones sympathiques (Eckenstein et coll.,
1990) et des motoneurones (Arakawa et coll., 1990). A la fois le aFGF et le bFGF sont
¢galement neurotrophiques lorsqu'ils sont administrés in vivo : ils favorisent la survie des
neurones rétiniens apres section du nerf optique (Sievers et coll., 1987), dans un modele de

rétinopathie dystrophique héréditaire (Faktorovitch et coll., 1990) et en cas d'ischémie (Unoki



et coll.,, 1994). Le bFGF empéche la mort des neurones cholinergiques aprés la section du
faisceau entre le fimbria et le fornix (Anderson et coll., 1988).

On ne peut cependant encore étre certain a l'heure actuelle qu’une activité
neurotrophique ne fasse partie des roles physiologiques des FGFs. Le bFGF est exprimé au
niveau de la zone ventriculaire au cours du développement (Hagihara et coll., 2000). Il est
donc probable qu'il participe a la stimulation de la prolifération des cellules souches en méme
temps que d'autres facteurs (Calaora et coll., 2001). Le bFGF est aussi exprimé en temps
normal dans le systéme nerveux central adulte (Burgess et coll., 1989) et une 1ésion a ce
niveau stimule encore son expression (Gomez-Pinilla et coll., 1994). En revanche, il est peu
exprimé dans le systéme nerveux périphérique et une lésion a ce niveau abolissent toute

expression (Eckenstein et coll., 1991).

2. Les récepteurs

Nous ne considérerons ici que des mécanismes généraux car, d'une part une
description précise des récepteurs aux FNTs et des voies de signalisation intracellulaire qu'ils
déclenchent sort du contexte de la présente revue et que d'autre part, ce champ est

actuellement en évolution constante.

a. Les récepteurs a haute affinité

Tous les facteurs neurotrophiques évoqués ci-dessous interagissent avec une haute
affinit¢ avec des protéines trans-membranaires réceptrices. Ainsi, les neurotrophines se lient
a une famille de récepteurs appelés trk pour tropomyosine-related kinase car ces protéines ont
d'abord été isolé comme proto-oncogenes de tumeur colique (Martin-Zanca et coll., 1986).
Les membres de la famille du GDNF, bien qu’ils fassent partie de la super-famille du TGF-§,
n’interagissent pas avec un récepteur de type sérine-thréonine kinase comme on pourrait s’y
attendre mais bien avec un autre récepteur de type tyrosine-kinase, lui aussi décrit
initialement comme un proto-oncogéne, c-ret (Jing et coll., 1996 ; Treanor et coll.., 1996 ;
Trupp et coll., 1996). Les neurokines interagissent avec un couple de récepteurs
hétérodimériques LIFBR/gp130 (voir ci-dessus) recrutant des tyrosine kinase cytoplasmiques
et le FGF se lie avec le récepteur FGFR, une tyrosine kinase qui existe sous quatre formes
distinctes (Ornitz, 2000) . Alors que c-ret n’existe que sous une seule forme ainsi que le
dimere LIFRB/gp130, les récepteurs trk existent sous trois formes A,B et C. Ils ont tous une

affinité préférentielle pour une des neurotrophines (figure 1).



En tant que tyrosine kinases, ces récepteurs partagent plusieurs caractéristiques :
1) ce sont des protéines trans-membranaires qui lient leur ligand au niveau de leur domaine
extracellulaire et qui possedent au niveau de leur région intracellulaire une activité de type
tyrosine kinase; 2) le ligand provoque une dimérisation du récepteur et c’est cette
dimérisation qui est responsable de ’activation enzymatique de la kinase ; 3) la kinase activée
est responsable d’une transphosphorylation, c’est-a-dire de [’adjonction de groupes
phosphates sur certains résidus tyrosine présents sur leur partenaire respectif de dimérisation.
Cette adjonction de groupements phosphates au niveau intracellulaire est responsable a son

tour d’une cascade de signalisation intracellulaire (voir ci-dessous).

b. Les co-récepteurs ou récepteurs a basse affinité.

En dehors du FGF, ces FNTs ont la particularité de se lier également de manicre
spécifique a des récepteurs de basse affinité. Alors que les récepteurs a haute affinité lient
leur ligand respectif avec une constante de dissociation relativement faible (Kd 107" M), les
récepteurs a basse affinité ont un Kd voisin de 10 M, ce qui suggére pour ces derniers une
affinit¢ 100 fois plus faible (Meakin et Shooter, 1992). Ainsi on a décrit pour les
neurotrophines le p7SLNGFR (low affinity NGF receptor ayant un poids moléculaire de 75
kDa) (Meakin et Shooter, 1992), pour les neurokines le CNTFaR (voir ci-dessus) et pour les
membres de la famille GDNF, les GFRal a 4 (Saarma, 2000). Sile p7SLNGFR est aussi une
protéine trans-membranaire, les GFRa et le CNTFaR sont des protéines liées a la membrane
par un lien glycosylphosphatidylinositol (GPI). Enfin, le récepteur p7SLNGFR est capable
de provoquer des réponses intracellulaires distinctes des récepteurs trk, tandis que les
récepteurs GFRas et CNTFoR ne font que « présenter » leur ligand a leurs récepteurs a haute
affinité respectif. p75SLNGFR fait en effet partie d’une famille de récepteurs qui comprend
entre autres les deux récepteurs au TNF (Tumor Necrosis Factor) , FAS, CD40 et une
quinzaine d’autres membres (Chan et coll., 2000). Il est capable d’interagir avec diverses
protéines cytoplasmiques, tout comme les récepteurs au TNF, et déclenche a ’intérieur de la
cellule diverses réponses comme la croissance neuritique, 1’arrét du cycle cellulaire mais
aussi, dans certains cas, la mort cellulaire par apoptose (Bibbel et Barde, 2000). Ainsi, dans
la rétine en développement, on note, en présence de NGF, une mort neuronale lorsque
p75LNGFR est seul exprimé et une survie neuronale dés que k4, qui a une affinité plus

¢levée pour le NGF, est exprimé (Barrett, 2000).

c¢. Les seconds messagers



Les tyrosines phosphorylées au niveau des récepteurs, servent de sites
d’interaction protéique avec de nombreuses protéines intracellulaires servant de seconds
messagers (Greene et coll., 1995 ; Kaplan et Miller, 1997) (Figure 2). Le nombre élevé
d’interactions connues a 1’heure actuelle rend la situation complexe a appréhender dans son
ensemble. Sans entrer dans les détails, plusieurs voies sont stimulées de cette facon: 1)
activation de la voie Ras, Raf et des MAP-kinases aboutissant a la phosphorylation et donc a
I’activation de divers facteurs de transcription intranucléaires comme Fos et AP1; 2)
activation de la phosphoinositide (PI) 3-kinase et a la production de 3-phosphoinositols
activant la libération intra-cytoplasmique de calcium qui a son tour active certaines kinases et
qui elles-mémes activent par phosphorylation divers facteurs de transcription ; 3) activation
de la phospholipase C-y et apparition de diacylglycérol qui active la protéine kinase C. Enfin,
d’autres facteurs de transcription, les STATs qui sont séquestrés dans le cytoplasme neuronal
lorsqu’ils ne sont pas phosphorylés, peuvent étre activés par des kinases intracellulaires
(elles-mémes activées par les récepteurs aux FNTs) , et ensuite transloqués au niveau
intranucléaire. Tous ces facteurs de transcription modifient le niveau d’expression de
nombreux genes permettant la survie neuronale et inhibant les voies intracellulaires de

déclenchement de la mort cellulaire programmée ou apoptose (Orike et coll., 2001).

3. Le role physiologique des facteurs neurotrophiques : les enseignements des
souris transgéniques.

Une fois qu'un facteur neurotrophique a été purifi¢, séquencé et cloné et que son
récepteur ainsi que les seconds messagers ont été caractérisés, se pose la question de sa
relevance sur le plan physiologique tant au cours du développement que lors de la
maintenance du systéme nerveux. Les progres récents de la biologie moléculaire permettent
de créer des mutations artificielles et controlées et donc de stimuler la sur-expression (globale
ou ciblée dans certains tissus) ou a ’inverse I’inactivation (ici aussi globale ou ciblée) de
certains genes. On parle alors en général de souris transgéniques et, uniquement en cas
d’inactivation génique, de souris knock-out (KO). Les premiers résultats de I’analyse des
phénotypes des souris KO ont été souvent décevants en ce sens que les anomalies observées
¢taient a tout le moins discrétes pour ne pas dire absentes (Klein, 1994). Deux explications
ont été avancées pour expliquer cet état de choses : la redondance biologique (plusieurs geénes
codent pour des protéines ayant des fonctions cruciales) et le développement de mécanismes

de compensation. Un autre probleéme avec cette méthodologie est li¢ au fait que lorsqu’un



géne ou une protéine sont absents, on observe éventuellement des modifications du
développement qui vont avoir d’énormes répercussions par la suite et qui masqueront
éventuellement d’autres effets qui doivent apparaitre a un age plus avancé. Pour prendre un
exemple extréme, certaines inactivations géniques s’accompagnent de létalité intra-utérine,
masquant d’éventuelles autres répercussions plus discrétes de cette mutation a 1’age adulte.
C’est pourquoi, plus récemment on a développé des animaux transgéniques conditionnels : on
peut a I’heure actuelle obtenir chez ces animaux une inactivation ou une sur-expression
génique modulables a la fois dans le temps et dans certains tissus.

Le tableau II résume les données sur les animaux KO pour les neurotrophines et leurs
récepteurs (Davies, 1994 ; Klein, 1994 ; Snider, 1994). L’analyse de ce tableau nous permet
de tirer deux conclusions générales : 1) on observe des phénotypes globalement semblables
entre les animaux KO pour les récepteurs et ceux pour leur ligand respectif; 2) les
phénotypes observés sont en accord avec les estimations attendues en ce qui concerne le
systéme nerveux périphérique (on observe par exemple une disparition des neurones
sympathiques et sensitifs dans les souris KO pour le NGF et pour son récepteur trkA). Par
ailleurs, on note un certain nombre de surprises. Une de celles-ci est constituée par la
discordance qui existe entre les souris KO pour le BDNF et pour son récepteur kB (Jones et
coll., 1994 ; Klein et coll.,, 1993 ; Ernfors et coll., 1994). La souris KO pour #7kB est
caractérisée par une perte importante de neurones au niveau du noyau moteur du nerf facial et
au niveau de la moelle épiniére, tandis que la souris KO pour le BDNF est indemne a ces
niveaux. Cette observation suggere qu’un autre ligand stimule la survie de ces neurones en
cas d’absence du BDNF. En cas d’absence de #7kB, il n’y a pas en revanche de compensation

par un autre récepteur.

4. Bases expérimentales du traitement des maladies neurologiques par des

facteurs neurotrophiques.

Le tableau III reprends une liste de maladies neurologiques pour lesquelles une
thérapie recourrant a 1’utilisation de FNTs pourrait étre envisagée. On se rend compte que de
nombreux aspects de la pathologie neurologique incluant des déficits neuro-sensoriels et des
maladies psychiatriques sont concernées. Les bases expérimentales qui sous-tendent cette
approche thérapeutique sont: 1) les FNTs stimulent la survie neuronale au cours du
développement ; 2) les FNTs préviennent la mort neuronale induite par I’axotomie ; 3) les

FNTs préviennent dans une certaine mesure la mort neuronale induite par diverses toxines



(MPTP, 6-OHDopa, excitotoxines, radicaux libres,...) ; 4) les FNTs améliorent les déficits
observés chez les modeles animaux mimant une pathologie neurologique.

Cependant, a priori il faut se montrer trés prudent vis-a-vis de ces perspectives
thérapeutiques étant donné tout d’abord que la plupart de ces résultats expérimentaux ont été
obtenus a 1’aide de neurones embryonnaires et on peut penser que les neurones adultes ne
répondent pas de la méme fagon, soit quantitativement, soit qualitativement, a une stimulation
par des FNTs. Ceci a notamment été démontré au niveau des neurones de 1’oreille interne
(Staecker et coll., 1996). La plupart de ces expériences in vitro ou méme in vivo sont
réalisées en quelques jours et cette situation est évidemment radicalement différente si on
considere que le traitement d’affections neurodégénératives risque de se prolonger pendant
plusieurs années. Par ailleurs, tant que nous ignorons la séquence physiopathologique précise
conduisant a ces affections neurodégénératives, nous sommes incapables de prévoir si les

FNTs risquent d’interférer avec certaines étapes de cette cascade physiopathologique.

5. Les essais thérapeutiques a ’aide des Facteurs Neurotrophiques : résultats et

chausse-trappes.

Etant donné que les premiers effets biologiques des FNTs furent décrits au niveau du
systétme nerveux périphérique, il était évident que les premiers essais thérapeutiques se
devaient d’étre tentés dans les polyneuropathies et plus particuli¢rement dans Ia
polyneuropathie diabétique caractérisée par la dégénérescence des fibres non my¢linisées de
diamétre ¢élevé et faible conduisant la sensibilité thermo-algique et des fibres myélinisées
larges conduisant la sensibilité tactile et proprioceptive. Par ailleurs, différentes études de
modeles de neuropathie diabétique ont démontré qu’une diminution de la quantité de NGF
disponible au niveau de la cible et de son transport rétrograde participe a la pathogénie de
I’affection (Apfel et coll., 1998). Une étude de phase II dans laquelle on réalise des injections
sous-cutanées de NGF a démontré des résultats encourageants (Larkin, 1998). Ceux-ci sont
cependant tempérés par I’apparition de réactions hyper algiques aux endroits d’injection. Ces
réactions sont secondaires a une dégranulation mastocytaire qui peut étre induite par le NGF
(Mazurek et coll., 1996) et a une stimulation directe des fibres C nociceptives afférentes
(Lewin et coll., 1993). Toujours est-il qu’une étude en phase III regroupant 1500 patients est
actuellement en cours.

Plusieurs FNTs stimulent la survie des motoneurones. Cela a été démontré pour le
BDNF, la NT-3, le CNTF, le GDNF et plusieurs membres de la famille du FGF. Jusqu’a

présent cependant, les divers essais thérapeutiques tentés notamment dans la sclérose latérale



amyotrophique sont décevants. Les facteurs semblent peu actifs chez les malades et ne sont
pas dénués d’effets secondaires parfois trés invalidants. Ainsi, le CNTF peut activer certains
récepteurs a différentes cytokines (voir ci-dessus). Les études de phase I et de phase II a
I’aide de CNTF ont d’abord révélé 1’incidence accrue chez les patients traités d’herpes labial
(Groupe ACTASAPI-IS, 1993). Une étude en phase III a du étre interrompue a cause de
I’apparition de fievre, de tremblements, de sudations profuses et de perte de poids.
L’ensemble de ces symptomes a d’ailleurs été regroupé sous le terme de syndrome des
cytokines (Jeyarajah et coll., 1993). Par ailleurs, 1’absence d’effets thérapeutiques dans cette
indication est & mettre en relation avec le probleme de la délivrance du FNT. Ces facteurs ont
en effet une durée de vie assez réduite en injection sous-cutanée ou systémique. C’est
pourquoi actuellement, divers modes de délivrance de ces facteurs faisant appel a des
vecteurs viraux ont mis au point avec une efficacité certaine notamment dans des modéeles
animaux de sclérose latérale amyotrophique (Haase et coll., 1997).

Les maladies neurodégénératives qui ont fait 1’objet d’essais thérapeutiques a 1’aide
de FNTs sont la maladie d’Alzheimer caractérisée par la perte de neurones cholinergiques et
par la maladie de Parkinson, dans laquelle on observe une perte de neurones dopaminergiques
dans la substance noire. Encore une fois , on se heurte au probléme ici de la délivrance
puisque dans le systtme nerveux central, on doit tenir compte de la barriere hémato-
encéphalique. On a rapport¢ de maniére anecdotique quelques résultats équivoques
d’infusion de NGF dans le cerveau de patients présentant une démence séveére de type
Alzheimer (Kernie et Parada, 2000). De telles approches ont également été tentées dans la
maladie de Parkinson avec 1’avantage ici que la cible de I’injection est plus clairement définie
et localisée que dans la maladie d’Alzheimer (Olson et coll., 1994). Dans ce cas également,

les résultats ont été¢ mitigés.

6. Conclusions

Comme on le voit les différents essais thérapeutiques de maladies neurologiques a
I’aide de FNTs se sont montrés relativement décevants jusqu’a présent. Méme les effets les
plus prometteurs du NGF dans le cadre de la neuropathie diabétique sont tempérés par les
effets secondaires associés. Les espoirs d’obtenir a la fois une bio-disponibilité plus grande
des FNTs et une diminution importante des effets secondaires reposent actuellement sur deux
approches. D’une part, sur base des études structurales des FNTs, il n’est pas interdit de
penser que I’on puisse utiliser non pas un FNT recombinant entier mais peut-€tre un fragment

de FNT. Celui-ci aurait d’une part une voie d’assimilation plus aisée que I’injection, et donc



serait éventuellement capable de traverser la barriere hémato-encéphalique et aurait d’autre
part une action tres ciblée vis-a-vis d’un sous-type de récepteur, de maniére & diminuer autant
que faire se peut les effets secondaires. Dans le méme ordre d’idée, on peut également
imaginer la synthése d’agoniste synthétique non peptidique. L’autre approche consisterait a
connaitre avec encore plus de précisions les voies de signalisation intracellulaire recrutées par
les FNTs, de maniére a éventuellement les moduler pharmacologiquement. Ceci reviendrait
donc a se passer d’un ligand, naturel ou artificiel, et de I’activation d’un récepteur cellulaire.
On a ainsi démontré récemment que des composés capables de moduler certaines voies de
signalisation intracellulaire étaient capables d’influencer favorablement la récupération
fonctionnelle et neuroanatomique apres une lésion d’un nerf périphérique chez 1’animal
(Snyder et coll., 1998). Plus encore que le recours a d’éventuels agonistes synthétiques, nous

pensons que c’est a ce niveau que réside le futur de 1’utilisation thérapeutique des FNTs.
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Résumé des principaux facteurs neurotrophiques décrits, de leurs récepteurs
correspondants ainsi que de leur cible neuronale principale.

Description résumée des modifications des populations neuronales observées
chez différentes souris KO pour divers geénes de la famille des neurotrophines.
Les pourcentages donnés concernent le nombre de neurones observés chez ces
animaux par rapport a un animal sauvage (ND : Non Déterming).

Description des pathologies neurologies et psychiatriques faisant ou pouvant
faire 1’objet d’un essai thérapeutique a I’aide de FNTs.

Schéma représentant les membres des quatre familles de facteurs
neurotrophiques ainsi que leur récepteur a haute affinité (a gauche pour chaque
famille) et de basse affinité (4 droite pour chaque famille). Les fléches
représentent les interactions préférentielles des ligands avec un récepteur. Les
fleches en pointillé représentent des interactions possibles et relativement
fréquentes quoique moins spécifiques.

Aprés liaison du ligand sur le récepteur trans-membranaire, on assiste a une
dimérisation du récepteur (schématisée par la fleche verte a deux tétes entre les
deux monomeres de récepteur). Cette dimérisation a pour conséquence une
activation de la kinase intracellulaire et on assiste a une transphosphorylation
des résidus tyrosine, le monomeére A phosphorylant les tyrosines du monomere
B et vice et versa. Les tyrosines phosphorylées sont alors capables d’attirer vers
la face cytoplasmique de la membrane cellulaire différentes protéines du cytosol
qui ont une affinité pour les phosphotyrosines. On active de cette fagon
différentes voies de signalisation schématisées avec en fin de compte, une
modification du métabolisme cellulaire, une ré-organisation du cytosquelette et
une modulation de la transcription de différents génes au niveau du noyau.



Facteur Récepteur Cibles
Neurotrophines
NGF TrkA et p7SLNGFR Neurones périphériques sensitifs et sympathiques ; neurones cholinergiques
centraux
BDNF TrkB et p75SLNGFR Divers neurones périphériques ; motoneurones ; neurones cholinergiques
centraux
NT-3 TrkC et p75SLNGFR Rétine, Tectum, Neurones du ganglion spiral
NT-4/5 TrkB et p75SLNGFR
Neurokines
CNTF LIF-B/gp130 et CNTFaR Neurones cholinergiques périphériques ; motoneurones
Famille du GDNF
GDNF c-Ret et GFRal Neurones dopaminergiques
NRTN c-Ret et GFRo2 Neurones dopaminergiques
PSP c-Ret et GFRa3 Neurones dopaminergiques et neurones périphériques
ART c-Ret et GFRo4 Neurones dopaminergiques et neurones périphériques
Autres
aFGF FGFR1 a4 Neurones centraux immatures
bFGF FGFR1 a4 Neurones centraux immatures ; cellules souches nerveuses

Tableau 1



Geéne inactivé

NGF TrkA NT-3 TrkC BDNF BDNF/NT-3 NT-4 BDNF/NT-4 TrkB P75
Neurones Périphériques
Ganglion cervical 5% 5% 50% 75% Normal ND Normal Normal Normal Normal
Ganglion du trijumeau 30% 30% 40% ND 60% ND Normal 70% 40% Normal
Ganglion géniculé ND ND ND ND 52% ND 50% 6% ND ND
Ganglion pétreux Normal Normal 60% ND 41% ND 42% 10% 10% ND
Ganglion vestibulaire ND ND 65% ND 20% 1% 79% 18% ND ND
Ganglion Spiral ND ND 13% ND 93% 0% ND ND ND ND
Ganglions des racines 30% 30% 35% 80% 70% ND 86% Normal 70% Réduction
dorsales
Neurones Centraux
Noyau Facial ND ND Normal ND Normal ND Normal Normal 30% ND
Motoneurones ND ND Normal ND Normal ND Normal Normal 70% ND
Neurones cholinergiques | Réduction | Réduction ND ND ND ND ND ND ND ND

Tableau 2



Atteinte

Facteur
Neurotrophique

Bases Physiologiques

Maladie d’ Alzheimer

Sclérose latérale
amyotrophique

Polyneuropathies
iatrogénes

Polyneuropathie diabétique

Maladie de Parkinson

Assuétudes

Dépression

Surdité de perception

NGF

BDNF, CNTF, GDNF,
bFGF, NT-4/5

NGF, NT-3
NGF, NT-3
BDNF, GDNF

BDNF, NT-3, NT-4/5

BDNF

BDNF, NT-3

Effet neurotrophique sur les
neurones cholinergiques
centraux

Effet neurotrophique sur les
motoneurones embryonnaires
Effets bénéfiques sur les modeles
murins d’atteinte motoneuronale
Effet neurotrophique sur les
neurones sensitifs des ganglions
des racines dorsales

Effet neurotrophique sur les
neurones sensitifs des ganglions
des racines dorsales

Prévention des 1ésions induites
par la 6-OH-DOPA et le MPTP
Diminution des modifications
observées dans les neurones
dopaminergiques de I’aire
tegmentale ventrale.

Protection de la perte des
neurones sérotoninergiques
induite par la p-
chloroamphétamine ; les
¢électrochocs stimulent
I’expression de BDNF et de
trkB ; effet antidépresseur du
BDNF dans des modeéles
animaux.

Effet neurotrophique sur les
neurones du ganglion spiral ;
prévention des 1ésions
excitotoxiques de ces neurones.

Tableau 3
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