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Le neurone : un condamné à mort

en sursis permanent ?

L
a mort neuronale programmée
est un mécanisme fondamental
du développement et de la

maturation du système nerveux. Au
cours de la maturation, l’ajustement
du nombre de neurones fonctionnels
au sein de chaque structure est prin-
cipalement réalisé par l’élimination
des neurones surnuméraires. Ces
neurones dégénèrent en présentant
les caractéristiques morphologiques
(condensation du noyau, fractionne-
ment cellulaire) et métaboliques
(altération de l’activité mitochon-
driale) de l’apoptose [1]. L’analyse
des mécanismes moléculaires qui
sous-tendent l’apoptose dans des
modèles neuronaux in vitro a montré
que la mort neuronale peut être
empêchée ou retardée par des traite-
ments pharmacologiques bloquant la
transcription des gènes ou la traduc-
tion des ARNm en protéines [2, 3].
Cela conduit à postuler que l’apop-
tose résulte de l’éxécution d’un pro-
gramme génétique coordonné au
cours duquel l’activité métabolique
et énergétique de la cellule alimente
des cascades de signaux activant des
molécules exécutrices du pro-
gramme de mort cellulaire. Les
mécanismes responsables du passage
de l’état « silencieux » de ce pro-
gramme dans les conditions de sur-
vie à l’état « actif » au cours de
l’apoptose sont très peu connus. Nos
connaissances actuelles suggèrent
plutôt un modèle dans lequel l’apop-
tose serait partie intégrante du
répertoire génétique d’un neurone
différencié ; sa réalisation serait en
permanence réprimée par l’action
des signaux neurotrophiques. En
d’autres termes, l’apoptose serait un
programme génétique qui n’aurait
de manifestations phénotypiques

que lorsque sont réunies certaines
conditions intrinsèques et/ou liées à
l’environement.

Mort neuronale programmée
et contrôle du cycle cellulaire

Les étapes de la différenciation ter-
minale des neurones nécessitent un
verrouillage efficace du cycle cellu-
laire. Cependant, les neurones diffé-
renciés restent la cible de signaux ou
d’événements somatiques (lésions,
mutations) qui tendent à remettre en
route la prolifération. Une hypothèse
actuelle postule que les cellules post-
mitotiques différenciées répondent à
cette tentative inappropriée de réac-
tivation du cycle cellulaire en enga-
geant le programme d’apoptose.
Dans de nombreux modèles, l’atten-
tion s’est donc concentrée sur la
régulation et la fonction des gènes
contrôlant le cycle cellulaire au cours
de la mort neuronale.
Le cycle cellulaire est contrôlé par
plusieurs familles fonctionnelles de
gènes, agissant à différents niveaux.
On peut distinguer notamment les
gènes suppresseurs de tumeurs (p53,
RB), les gènes précoces (c-fos, c-myc, c-
jun...) agissant comme facteurs de
transcription et les cyclines ainsi que
les kinases et inhibiteurs de kinases
qui leur sont associés (figure 1). L’acti-
vité du produit de ces gènes diffère
selon le type cellulaire et le contexte
physiologique ; leur dérégulation
aboutit à une prolifération cellulaire
incontrôlée ou à l’exécution du pro-
gramme d’apoptose. Plusieurs études
ont démontré que l’état d’oxydation
de la cellule définit sa sensibilité à
l’apoptose induite par p53 et que la
synthèse de p53 est induite dans les
neurones au cours du stress oxydatif.

L’invalidation d’un autre gène sup-
presseur de tumeur, le gène de sus-
ceptibilité au rétinoblastome (RB),
provoque la prolifération anormale
associée à l’apoptose des cellules ner-
veuses au cours du développement.
Cette mutation est létale au stade
embryonnaire. Enfin, les gènes pré-
coces c-myc et c-jun contrôlant la pro-
lifération cellulaire sont sélective-
ment activés au cours de l’apoptose
[4, 5]. L’étape déterminante du cycle
dans le choix entre apoptose et divi-
sion cellulaire est le franchissement
du point de restriction G1/S (figure
1). La transition entre les phases G et
S est essentiellement sous le contrôle
des cyclines de type D chez les euca-
ryotes. L’activation de ces cyclines
peut représenter un maillon essentiel
dans l’étude du lien existant entre
cycle cellulaire et mort cellulaire pro-
grammée.
Une première étude de Freeman et
al. [6] démontre que l’expression de
la cycline D1 est sélectivement induite
au cours de l’apoptose des neurones
du ganglion sympathique, alors que
l’expression de nombreux autres
gènes du cycle cellulaire (dont ceux
qui codent pour p53, les cyclines A,
B, C ou les Cdk (cyclin-dependent
kinases) n’est pas modifiée ou répri-
mée [6]. La cycline D1 forme un
complexe multimérique avec des
kinases (CDC2, Cdk2, Cdk4, C5...),
des inhibiteurs de ces kinases ou CKI
(p21waf1/cip1, p16ink4, p27kip1...) et une
protéine nucléaire (PCNA) impli-
quée dans la réplication de l’ADN
[7]. L’association de la cycline et
d’une Cdk modifie l’activité de cette
dernière et lui confère une spécificité
de substrat [8]. Dans les neurones
sympathiques apoptotiques, l’expres-
sion de la cycline D1 est maximale au
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moment où les neurones passent le
point de restriction indiquant un
engagement irréversible dans l’étape
d’exécution de l’apoptose. Dans les
lignées neuronales différenciées N1E-
115, l’accumulation de la cycline D1
au cours de l’apoptose induit une
augmentation de l’activité de la Cdk4
et la phosphorylation de Rb [9]. La
surexpression de la cycline D1 induit
l’apoptose dans les mêmes cellules.
La fonction de la cycline D1 dans la
mort neuronale semble dépendre de
l’activité du complexe qu’elle forme
avec les Cdk et CKI. En effet, l’inhibi-
tion de l’activité de ce complexe par
un inhibiteur de kinases s’associant
préférentiellement à la cycline D1
(p16 ink4) bloque l’apoptose [10].
L’ensemble de ces résultats montre
que, dans les neurones, l’induction

de la cycline D1 est concomitante de
l’exécution du programme de mort
neuronale.

Régulation de la cycline D1
au cours de l’apoptose
du neurone en grain du cervelet

Nous avons choisi d’étudier la régula-
tion de la cycline D1 au cours de
l’apoptose dans un modèle in vitro de
neurones en grain du cervelet [11]
qui se différencient et survivent en
présence de concentrations dépolari-
santes de potassium extracellulaire
(25 mM) [12, 13]. Cette dépolarisa-
tion chronique, par les influx cal-
ciques qu’elle engendre, pourrait
mimer le rôle des afférences excita-
trices in vivo et détermine le degré de
dépendance des neurones vis-à-vis

des facteurs neurotrophiques pour
leur survie [14]. La déplétion du
potassium extracellulaire (de 25 mM
à 5 mM) induit l’apoptose dans ce
modèle. Cela se traduit par la frag-
mentation de l’ADN génomique, la
production de radicaux libres et la
perte de l’activité mitochondriale qui
sont des caractères établis de l’apop-
tose [3, 13, 15].
La cycline D1 est faiblement présente
dans les conditions favorisant la sur-
vie, mais s’accumule rapidement
lorsque l’apoptose est provoquée par
déplétion potassique (figure 2). Cette
accumulation de cycline D1 précède
le point de restriction (12 heures de
déplétion potassique dans notre
modèle) après lequel les neurones
sont engagés dans l’étape d’exécution
de l’apoptose. Le produit d’un gène
du cycle cellulaire s’accumule donc
au cours de l’apoptose des neurones
en grain in vitro. Cependant, des
études de RT-PCR semi-quantitatives
permettant d’estimer la variation rela-
tive de la concentration d’ARNm de
la cycline D1 et la mesure de l’activité
transcriptionnelle du promoteur de
la cycline D1 ont montré que
l’expression du gène n’est pas induite
par la déplétion potassique (figure 1)
[16]. Nous sommes donc en présence
d’une situation où une protéine
s’accumule alors même que ni l’acti-
vité du promoteur de son gène ni la
concentration de son ARNm ne
varient. Ce résultat, s’il se confirmait
pour d’autres gènes du cycle cellu-
laire, remettrait en cause l’idée
actuelle des mécanismes de l’apop-
tose. On suppose en effet aujourd’hui
que celle-ci est déclenchée par l’acti-
vation de gènes qui ne sont pas expri-
més dans les conditions de survie. La
rupture de ces conditions provoque-
rait l’induction de ces gènes et l’exé-
cution du programme d’apoptose
[17]. Nos résultats suggèrent, au
contraire, que l’un au moins des
gènes responsables de l’apoptose est
constamment exprimé et que son
produit est présent en faible quantité
dans le neurone en survie. Cela signi-
fie que le produit de ce gène doit être
dégradé dans ces mêmes conditions
de survie. Par ailleurs, son accumula-
tion rapide au cours de l’apoptose se
réalise alors que l’activité transcrip-
tionnelle de son gène reste identique,
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Figure 1. Schéma hypothétique du contrôle de la phase G1 du cycle cellu-
laire. Le point de restriction en phase G1 du cycle cellulaire permet un
contrôle des paramètres nécessaires à l’entrée en phase de synthèse d’ADN
(S). Un deuxième point de restriction existe entre les phases G2 et de mitose
(M). Le cycle cellulaire des neurones différenciés est verrouillé avant le point
de restriction G1/S. La réactivation des protéines du cycle cellulaire et notam-
ment celles de la phase G1 induit l’apoptose dans ces cellules. La progres-
sion en phase G1 vers le point de restriction est essentiellement contrôlée
par un complexe multimérique incluant la cycline D1. La cycline D1 s’associe
préférentiellement à des Cdk (cyclin-dependent kinases) de type 2 et 4 dont
elle règle l’activité. L’activité de ces kinases est également réglée par des CKI
(cyclin-dependent kinase inhibitors) plus ou moins sélectifs (p21waf1/Cip1,
p16ink4, p27kip1...). Enfin, le PCNA (proliferating cell nuclear antigen) interve-
nant dans la synthèse d’ADN peut également s’associer à ce complexe. Les
interactions entre les cyclines et les autres familles de protéines contrôlant la
prolifération n’est pas clairement établie. Cependant, on sait que les Cdk 2-4
phosphorylent la protéine Rb et contrôlent ainsi l’activité des facteurs de
transcription qui lui sont associés. L’expression de la CKI p21waf1/Cip1 est réglée
par p53. Le rôle des produits des gènes précoces c-myc et c-jun dans la pro-
lifération cellulaire et l’apoptose neuronale est démontré mais leurs cibles
précises ne sont pas connues.
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ce qui laisse supposer que la dégrada-
tion de la protéine est ralentie voire
arrêtée dans ces conditions. C’est la
raison pour laquelle nous avons étu-
dié les voies de dégradation des pro-
téines du cycle cellulaire dans le
contrôle de la concentration de
cycline D1 et de la survie neuronale. 

La dépolarisation chronique
des neurones contrôle l’activité
du protéasome, responsable
de la dégradation de la cycline D1

La dégradation de la cycline D1, au
même titre que celle de nombreuses
autres protéines du cycle cellulaire
dont la demi-vie est courte, est réali-
sée en deux étapes. La première
étape consiste en une polyubiquitina-
tion de la protéine [18]. Les pro-
téines ubiquitinées sont rapidement
clivées par un complexe multimé-
rique, le protéasome. Le système ubi-
quitine/protéasome est la voie

majeure de dégradation des protéines
du cycle cellulaire. Son activité peut
participer, selon l’environnement
physiologique, à l’option que choisit
la cellule entre la prolifération, l’arrêt
du cycle cellulaire et l’apoptose [19].
Dans un premier temps, nous avons
montré que le blocage de l’activité du
protéasome par des inhibiteurs spéci-
fiques [20] induit une augmentation
massive et rapide de la concentration
de cycline D1 dans les neurones main-
tenus dans des conditions de survie
(HK). Dans les mêmes conditions,
l’activité transcriptionnelle du gène et
l’accumulation d’ARNm ne sont pas
modifiées (figure 3). Nous avons égale-
ment établi que l’inhibition de l’acti-
vité du protéasome se traduit par une
fragmentation rapide de l’ADN et une
très forte diminution de la survie neu-
ronale. L’inhibition du protéasome
produit donc des résultats identiques à
ceux de la déplétion potassique. Ces
effets sont totalement inhibés par un
co-traitement par la cycloheximide qui

bloque la synthèse protéique (figure 3).
Cela indique clairement, d’une part,
que la perte de la fonction du protéa-
some provoque l’apoptose neuronale
(du moins in vitro) ; d’autre part, que
l’accumulation de la cycline D1 dont
la dégradation est inhibée mais sans
activation de son gène est due au fait
que la synthèse de cette protéine
s’effectue à partir d’un pool préexis-
tant d’ARNm.
Comme l’apoptose induite au cours
de la déplétion potassique repose sur
une diminution des influx calciques
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Figure 2. La dépolarisation contrôle
l’apoptose neuronale et l’accumula-
tion de cycline D1. A. La déplétion en
potassium extracellulaire induit
l’apoptose du neurone en grain. Les
neurones sont, soit cultivés dans des
conditions de survie (HK = 25mM K+

extracellulaire), soit traités pendant
12 heures en présence d’une concen-
tration basse de potassium (LK =
5 mM K+ extracellulaire). La fragmen-
tation de l’ADN est mesurée par la
technique TUNEL fondée sur l’incor-
poration de bases modifiées aux
extrémités 3’OH créées par le clivage
de l’ADN génomique. Les résultats
représentent le pourcentage de neu-
rones fragmentés par rapport aux
neurones totaux dans les deux
conditions. B. Les tests de survie
sont réalisés à l’aide de la technique
MTT fondée sur l’activité mitochon-
driale de la cellule. Les résultats indi-
quent une diminution d’environ 50%
de la survie neuronale après 24h de
culture en LK comparé aux condi-
tions de survie (HK). C. Les mesures
des concentrations relatives d’ARNm
et de protéines sont réalisées par RT-
PCR et Western blot. Les RT-PCR

sont effectuées dans des conditions dans lesquelles la linéarité de l’amplifi-
cation est respectée. Ces deux résultats indiquent clairement que l’accumula-
tion de cycline D1 (CD1) observée en LK ne repose pas sur la stimulation de
la transcription de son gène.
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Figure 3. Les effets de la déplétion
potassique sont reproduits par l’inhi-
bition de l’activité du protéasome. A.
Les cellules maintenues dans des
conditions de survie (HK) sont trai-
tées pendant un temps court (3 h)
avec des inhibiteurs de l’activité du
protéasome (MG 115, 40 µM). Le test
MTT effectué 18 h après montre la
diminution importante de la survie
neuronale suite à ce traitement. Cet
effet est entièrement aboli par un co-
traitement par la cycloheximide (CX
10 µg/ml) qui inhibe la synthèse pro-
téique. B. Les mesures des ARNm et
des protéines par RT-PCR et Western
blot montrent que l’inactivation du
protéasome ne modifie pas la trans-
cription du gène codant pour la
cycline D1 (CD1) mais induit une
accumulation de la protéine liée à
l’inhibition de sa dégradation.
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[2], nous avons analysé le rôle poten-
tiel de la dépolarisation et des
influx calciques qu’elle engendre
dans le contrôle de l’activité du
protéasome. Nos résultats indi-
quent que l’état de dépolarisation
du neurone règle directement la
dégradation de la cycline D1 par le
protéasome. Les variations de
concentration de calcium intracellu-
laire dans les conditions de survie
(HK) ou d’apoptose (LK) permet-
tent respectivement la répression ou
l’élévation de la concentration de
cycline D1 (figure 4).

Conclusion : le contrôle nécessaire
du programme latent
de mort neuronale

L’accumulation de cycline D1 au
cours de l’apoptose induite par
déplétion potassique confirme le rôle
des gènes du cycle cellulaire dans
l’apoptose neuronale. On peut sup-
poser que, dans les étapes précoces
de l’apoptose, l’accumulation des
protéines contrôlant le cycle cellu-

laire peut activer la transmission de
signaux induisant l’expression des
gènes responsables de l’exécution de
la mort neuronale.
Le bloquage de l’activité du protéa-
some ou des influx calciques pro-
voque une mort neuronale massive.
Ces résulats indiquent clairement
que l’activité du protéasome réprime
l’accumulation d’au moins un fac-
teur essentiel dans l’exécution du
programme de mort neuronale.
Celui-ci pourrait être la cycline D1 ou
une autre des protéines du cycle cel-
lulaire qui sont des substrats du pro-
téasome : cycline, CKI (p27Kip1), fac-
teurs de transcription (E2F)... C’est
en ce sens que l’on peut considérer
que le neurone est un condamné à
mort en sursis permanent : son sursis
est lié à sa capacité de dégrader le
produit des gènes de la mort neuro-
nale qu’il exprime en permanence.
Par ailleurs, si les signaux décidant
de la survie ou de la mort neuronale
sont intégrés par un « capteur » intra-
cellulaire [20], le protéasome peut
être un candidat sérieux à cette fonc-

tion. Les résultats obtenus indiquent
déjà sa participation aux effets neu-
rotrophiques du calcium liés à l’acti-
vité électrique du neurone.
Le fait que la survie neuronale soit
directement liée à un système de
dégradation protéique permet de
faire le lien avec des travaux mon-
trant que l’exécution des premières
étapes du programme de mort neu-
ronale ne nécessite pas l’activation
d’un programme génétique nouveau.
Il est déclenché par des facteurs pré-
existants, exprimés à partir d’un pool
de messagers présents dans le neu-
rone dans des conditions de survie
[22]. Ces phénomènes précoces peu-
vent activer des voies de transmission
de signaux aboutissant à l’induction
spécifique de gènes qui participent à
l’étape d’exécution de l’apoptose.
On sait par exemple que l’expression
d’un gène appartenant à la famille
des caspases responsable du clivage
de l’ADN, la protéase CPP32, est
sélectivement induite au cours de la
déplétion potassique dans les neu-
rones en grain [23].
La notion d’apoptose comme expres-
sion d’un programme génétique peut
donc être définie de manière plus
précise. L’apoptose reposerait sur
l’induction spécifique des produits de
gènes exécuteurs. Cette étape appa-
raît tardivement dans la mort neuro-
nale et se manifeste par des critères
morphologiques et biochimiques pré-
cis : fragmentation de l’ADN, fraction-
nement cellulaire, dérégulation de
l’activité mitochondriale... Cepen-
dant, nos résultats montrent que les
gènes contrôlant les étapes précoces
de transmission des signaux apopto-
tiques sont constitutivement exprimés
et nécessitent que leurs produits
soient dégradés en permanence dans
les conditions de survie. Le patri-
moine cellulaire des neurones les
conduit, en cas de rupture des condi-
tions favorisant leur survie, à éxécuter
immédiatement le programme pré-
existant d’apoptose. L’apoptose peut
donc être considérée comme un trait
phénotypique latent du neurone dif-
férencié, exprimé par défaut en
l’absence de signaux neurotro-
phiques. Cette observation surpre-
nante rejoint également les travaux
de Jacobson et al.  [22] qui établissent
que l’apoptose peut apparaître dans
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Figure 4. La dépolarisation et les entrées calciques règlent l’accumulation de
cycline D1 et l’apoptose neuronale. Modèle proposé. Dans ce modèle, les
gènes contrôlant le programme de mort neuronale sont constitutivement
synthétisés et dégradés. L’état de dépolarisation responsable des entrées de
calcium par des canaux dépendants du potentiel (VOC) ou associés à des
récepteurs membranaires (ROC, par exemple le récepteur NMDA) contrôle la
fonction du protéasome. Dans les conditions dans lesquelles la dépolarisa-
tion favorise les entrées de calcium, la dégradation permanente des pro-
téines du cycle cellulaire favorise la survie. Toute dérégulation de ce système
induit une accumulation de ces protéines et l’induction du programme de
mort neuronale.
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des cellules anucléées donc inaptes à
exprimer un programme génétique
spécifique et nouveau.
A l’avenir, il sera fondamental de
comprendre si et comment des fac-
teurs neuroprotecteurs (dépolarisa-
tion et entrées calciques, neurotro-
phines) peuvent constitutivement
maintenir élevée l’activité des sys-
tèmes de dégradation protéique
(protéasome mais aussi calpaïne)
impliqués dans la survie neuronale.
L’analyse du contrôle de leur activité
permettra également d’éclairer la
fonction et la régulation des pro-
téines du cycle cellulaire dans un
neurone différencié ■
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