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L ‘effet RADA sauvera-t-il la moelle épiniéere ?

Les destructions traumatiques du
systtme nerveux central ne sont plus
hors de portée des traitements phar-
macologiques. L’étude multicentrique
NASCIS 2 [1] (voir m/s n° 9, vol. 6,
p. 916) effectuée I’an dernier, avait
démontré ’efficacité d’un traitement
trés précoce a I'aide de fortes doses
de méthyl-prednisolone (MPS) sur
I’évolution des troubles consécutifs a
une lésion aigué de la moelle épi-
ni¢re. Le fondement biologique de ce
traitement était, pour I’essentiel,
I’action de la MPS sur la lipoxygé-
nation et, par conséquent, sur la libé-
ration de radicaux libres oxygénés.
C’est une approche pharmacologique
tres différente qu’ont utilisée Fred
Geisler et ses collaborateurs de 1’uni-
versité de Maryland a Baltimore [2]
en traitant des traumatisés avec le
ganglioside GM-1.

Les gangliosides, et en particulier le
GM-1, apparaissent depuis plusieurs
années comme des produits potentiel-
lement intéressants pour la préserva-
tion du systtme nerveux central en
raison de leur activité protectrice,
démontrée in witro, contre certains
phénomenes d’excitotoxicité [3]. Une
compagnie pharmaceutique (Labora-
toires Fidia) consacre de grands
efforts a I’étude de ces produits. Les
mécanismes d’action de certains gan-
gliosides dans I’excitotoxicité ont fait
I’objet de mises au point récentes
aboutissant & la formulation d’une
hypothése nouvelle, celle de I’effet
RADA (receptor abuse-dependent antago-
nism).

L’exposition prolongée de neurones
en culture primaire a une forte con-
centration de glutamate les détruit
(phénomene d’excitotoxicité). A la
suite de I’action prolongée du gluta-
mate, il existe un désordre de la
régulation du calcium intracellulaire

avec persistance d’une concentration
élevée. En parallele, la protéine
kinase C (PKC) passe et se maintient
en position juxtamembranaire
(figure 1). 1l est probable que, secon-
dairement, ces phénomeénes soient
accompagnés de I’hyperactivation de
protéases dépendantes du calcium,

d’ornithine décarboxylase, de lipases
et, finalement, de la production exa-
gérée de radicaux libres oxygénés par
des lipoxygénases et des oxygénases.

L’idée centrale de I’hypothese RADA
est que l’excitotoxicité peut étre blo-
quée en interrompant la cascade
d’événements non pas au niveau des
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Figure 1. Représentation schématique des mécanismes cellulaires sous-
tendant I’'hypothése de I'effet RADA (receptor abuse-dependent antago-
nism) du GM-1. La liaison du glutamate sur le récepteur du canal de type
NMDA entraine, dans des conditions particuliéres de dépolarisation membra-
naire, I'ouverture du canal et I'entrée dans le neurone d’ions calcium. Cette
perturbation ionique provoque des altérations biochimiques cellulaires parmi les-
quelles la translocation de la protéine kinase C, qui passe transitoirement d’une
position cytosolique & une position juxtamembranaire dans laquelle elle active
de nombreuses voies métaboliques. Lors des phénoménes excitotoxiques, il
y a « abus » du récepteur, et la PKC reste en position active, conduisant a
un blocage du systéme et a la mort neuronale. GM-1 agirait & ce niveau, sans
bloquer I’activité normale du complexe-récepteur NMDA, en facilitant le retour
de la PKC en situation cytosolique et en bloquant, de ce fait, I’évolution excito-
toxique du phénomeéne.
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phénomenes utiles (liaison ligand-
récepteur, activation des flux ioni-
ques) mais plus directement au
niveau des conséquences pathologi-
ques de I’hyperactivation. On parle
alors d’antagonisme dépendant de
I’abus du récepteur [4]. Il semble
que le GM-1 puisse étre un de ces
moyens thérapeutiques idéaux corres-
pondant a I’hypothése RADA : il
contrecarrerait la dérégulation de la
concentration intracellulaire de cal-
cium et, peut-étre surtout, s’oppose-
rait a la translocation de la PKC [5].
L’étude de modeles expérimentaux
d’excitotoxicité chez le rat ont con-
firmé une certaine efficacité du GM-1
a réduire les concentrations de cal-
cium dans les zones lésionnelles [6].
Geisler et al. apportent aujourd’hui
les premiers résultats cliniques direc-
tement liés a I’hypothése RADA,
méme si les gangliosides (et méme le
GM-1 isolé) sont utilisés a des fins
thérapeutiques depuis de nombreuses
années. L’étude présentée porte sur
34 patients ayant subi un trauma-
tisme cervical ou thoracique entrai-
nant une incapacité motrice majeure
des étages sous-jacents. Les malades
ont été mis sous traitement GM-1
(100 mg i.v./jour, 18 a 32 jours)
dans les trois premiers jours suivant
I’accident et suivis pendant un an a
I'aide des échelles testant les fonctions
sensitives et motrices déja utilisées
lors de NASCIS 2 (voir m/s n° 9,
vol. 6, p. 916). La comparaison sta-
tistique entre groupe GM-1 et groupe
placebo dégage un résultat statisti-
quement significatif, quoique la signi-
ficativité n’atteigne que des valeurs
limites 2 P < 0,05 malgré le choix
de tests appropriés.

Ce résultat est encourageant, mais
cela conduit a regretter encore
davantage son caractere limité et, de
fait, préliminaire. On sait que la
variabilit¢ de la récupération fonc-
tionnelle est extréme chez ces patients
et que leur situation évolue grande-
ment au cours du temps. Si un
patient peut récupérer spontanément
entre 0 et 3 points sur I'échelle de
Frankel, qui en compte 5, la signifi-
cation d’une différence de moins de
1 point en moyenne entre deux grou-
pes ne peut €tre assise que sur un
nombre extrémement grand de cas.
L’étude NASCIS 2 concernait plus
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de 450 patients, répartis en trois
groupes (+ MPS, + placebo mais
aussi + naloxone), ce qui n’empé-
chait pas les résultats d’étre discutés
et d’étre, du moins partiellement,
non satisfaisants malgré une tendance
appréciable. L’étude de Geisler et al.
parait avoir été réalisée avec le
sérieux nécessaire, mais le petit nom-
bre de patients concernés (34 en tout)
rend trés apparentes certaines diffi-
cultés du traitement statistique.
L’éditorialiste du New England [7]
souligne, par exemple, que I’analyse
fait abstraction d’une différence non
négligeable en ce qui concerne les
niveaux de base des deux groupes.
Les conclusions a tirer de ce travail
ne sont donc, malheureusement, pas
tout a fait a la hauteur des espoirs
qu’il suscite. La publication de Geis-
ler et al. nous met a la croisée des
chemins plus que sur la voie d’une
thérapeutique de routine : au
moment ou chacun attend la preuve
d’un effet majeur du GM-1, que
I’expérimentation animale a annoncé,
elle n’apporte qu’un résultat encou-
rageant mais trop parcellaire pour
étre déterminant.
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EENE BREVES HENE

BEN L’hyperméthylation du site
modifié dans le syndrome de I'X
fragile entraine l’inactivation du
géne adjacent. Dans une nouvelle
récente, Francois Rousseau, du labo-
ratoire de Jean-Louis Mandel (Stras-
bourg, France) rapportait le clonage
d’un gene dont le premier exon con-
tenait la répétition du trinucléotide
CGG qui est amplifié et hyper-
méthylé chez les sujets atteints du
syndrome de I’X fragile. Deux hypo-
theses étaient alors présentées : selon
I’une d’entre elles, cette modification
entrainait ’accumulation d’un mes-
sager non fonctionnel, qu’il soit ins-
table, non traductible ou qu’il code
pour une protéine inactive. Selon
I’autre hypothese, I’existence d’un
site hyperméthylé au niveau de cette
région amplifiée devait entrainer une
inactivation de ce geéne, appelé
FMR1 par I’équipe de C.T. Caskey
et D.L. Nelson (Houston, TX, USA)
[1, 2]. Cette équipe vient maintenant
de montrer que cette derniére hypo-
thése est la bonne : il existe une
étroite corrélation entre le niveau de
méthylation du site amplifié, I’inac-
tivation du gene et I’expression de la
symptomatologie clinique. Le gene
est exprimé chez les hommes trans-
metteurs ; chez de rares hommes pré-
sentant des symptomes de cette affec-
tion, ’expression du géne FMRI1 est
associée a une méthylation incom-
plete du site fragile. Dans ce dernier
cas, on ne sait pas si I’expression de
la maladie est reliée a une insuffi-
sance d’expression du gene FMRI
ou a l'association de I’amplification
au niveau du site fragile a I’inacti-
vation d’autres geénes situés dans la
région.

(1. Verjerk AJMH, et al. Cell 1991 ;
65 : 905-14.]

[2. Pieretti M, et al. Cell 1991 ; 66 :
817-22.]
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BENE La différenciation méga-
caryocytaire serait due a une régu-
lation négative des génes de diffé-
renciation érythroide. La différen-
ciation érythropoiétique est un
systeme hiérarchique multilinéaire au
cours duquel une cellule pluripotente
peut se différencier en toute une série
de cellules progénitrices spécifiques
engagées. On sait en particulier que
les lignées érythroide et mégacaryocy-

taire sont trés voisines l'une de
'autre, car on a pu identifier des fac-
teurs transcriptionnels communs.

Cependant, les génes exprimés par
ces lignées ne sont pas les mémes ;
il existe donc un autre niveau de
régulation. La difficulté de purifier
ces cellules, I’absence de critere per-
mettant de les identifier, ont toujours
rendu difficile le déchiffrage des
mécanismes mis en jeu. D’ou I’inté-
rét qu’il y a a utiliser des lignées cel-
lulaires reproduisant plus ou moins
les étapes de la différenciation. La
cellule K 562 est une cellule leucémi-
que humaine, arrétée dans sa diffé-
renciation, qui en culture exprime
normalement des genes érythroides
feetaux, dont les geénes <y globine.
Sous I’action des esters de phorbol,
ces cellules présentent un changement
de phénotype et se mettent a expri-
mer des genes de la différenciation
mégacaryocytaire (en particulier le
DGGE B). L’intérét de ce systéme
vient de la relative similitude entre le
mécanisme d’action des esters de
phorbol, par activation d’une sérine-
protéine-kinase, et des systemes de
signaux naturels. Dans ce change-
ment de différenciation phénotypique
intervient a la fois I'activation de
geénes spécifiques de la différenciation
mégacaryocytaire et I’extinction de
genes érythroides. C’est ce dernier
mécanisme qui a été étudié en
détails, en particulier ’extinction du
gene de v globine. Les auteurs ont
démontré que cette régulation néga-
tive est a la fois transcriptionnelle et
post-transcriptionnelle. Par des arti-
fices techniques utilisant soit un gene
rapporteur externe, celui de la luci-
ferase, soit un geéne marqué plus

mssmm court, ils ont pu séparer ces deux
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mécanismes. La disparition de
I’ARN messager y globine, habituel-
lement un des plus stables qui soit,
est due a une diminution de trans-
cription, par un facteur de 4 a 8, et
a une déstabilisation encore plus
importante du messager qui reste
transcrit. Le mécanisme de cette dés-
tabilisation n’est pas totalement com-
pris ; on sait qu’il implique tout ou
partie de la séquence non traduite en
3’ du messager Ay. Le mécanisme
de la régulation transcriptionnelle
négative est, lui, particulierement
intéressant. En effet, cette régulation
par les esters de phorbol s’exerce au
niveau d’une séquence de 750 pb,
située en 3’ du gene Ay et désignée
comme enhancer. Elle se fait par
I’intermédiaire d’un facteur ubiqui-
taire induit, appelé AP-1 dont la
séquence de reconnaissance est la
méme que celle d’un facteur spécifi-
que des érythroblastes NFE-2. Les
esters de phorbols activant API
I’ameéneraient a se fixer au site nor-
malement occupé par NFE-2, dépla-
¢ant ce dernier et entrainant ainsi
I'inactivation de genes spécifiques de
la différenciation érythroide comme le
geéne de la vy globine. On peut spé-
culer sur un déplacement d’équilibre
inverse au cours de la différenciation
érythropoiétique.

[Lumelsky NL, et al. Mol Cell Biol
1991 ; 11 : 3528-36.]

BENE Les glucocorticoides indui-
sent la transcription et I’expression
des récepteurs adrénergiques o1B.
Les hormones stéroides exercent leurs
effets en grande partie par la régu-
lation de I’expression des genes.
Sakaue et Hoffman (Université de
Stanford, CA, USA) [1] ont étudié
les effets d’un glucocorticoide, la
dexaméthasone, sur I’expression du
gene du récepteur adrénergique a1B
(dont I’activation par les catécholami-
nes déclenche une vasoconstriction).
Sur des cellules musculaires lisses en
culture, la dexaméthasone produit
une augmentation de ’expression des

récepteurs al1B. La quantité d’ARN
messager correspondant est accrue
par I’exposition a la dexaméthasone
pendant 48 heures ; la testostérone
exerce une action analogue, I’aldos-
térone a un effet moindre alors que
le (3 estradiol et la progestérone sont
sans effet. Le taux de transcription
du gene du récepteur a1B est aug-
menté par la dexaméthasone tandis
que la demi-vie de I’ARN messager
du récepteur est inchangée. Ainsi les
glucocorticoides contrdlent 1’expres-
sion des récepteurs a1B en augmen-
tant le taux de transcription du gene
correspondant. Cela pourrait expli-
quer I’hyperréactivité vasculaire aux
catécholamines et I’hypertension arté-
rielle induites par 1’exces de
glucocorticoides.

[1. Sakaue M, Hoffman BB. ] Cin
Invest 1991 ; 88 : 385-9].

BEEE Le pouvoir immunosuppres-
seur de la ciclosporine et du
FK 506 passe-t-il par une inhibi-
tion de la calcineurine ? Les puis-
sants immunosuppresseurs FK 506 et
ciclosporine se fixent a des protéines
que I’on appelle des immunophilli-
nes. Toutes deux, la FKBP
(FK506-binding protein) et la cyclophil-
line sont des peptidyl-prolyl-
isomérases dont I’activité est inhibée
par la fixation de leur ligand (m/s
n° 10, vol. 6, p. 1022). Cependant, il
ne semble pas y avoir de relation
entre cette inhibition enzymatique et
le pouvoir immunosuppresseur. Le
FK 506 et la ciclosporine bloquent
I'activation des lymphocytes T. Cette
derniére nécessite la mise en ceuvre
de deux voies de signalisation, 1’une
passant par la protéine kinase C
(PKC) et 'autre par I’augmentation
du calcium intracytoplasmique. L’un
des phénomenes les plus précoces de
cette activation est I’augmentation de
la transcription des genes de I’inter-
leukine 2 (IL-2) et de son récepteur.
Parmi les facteurs de transcription
réglant l’expression du geéne /L-2,
NFAT
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(nuclear factor of activated T cells) sem-
ble jouer un role essentiel. Ce facteur
est composé de deux sous-unités,
I'une toujours localisée dans le noyau
est synthétisée apres une stimulation
par les esters de phorbol mettant en
jeu la PKC. L’autre sous-unité,
préexistante a I’activation lymphocy-
taire, est cytoplasmique dans la cel-
lule au repos, mais est transloquée
dans le noyau sous ’action de 1’aug-
mentation du calcium intracytosoli-
que. W.M. Flanaghan, du labora-
toire de G.R. Crabtree (Stanford,
CA, USA) [1] vient de montrer que
c’est cette translocation qui est blo-
quée par le FK506 et la ciclosporine.
Le mécanisme de cet effet est suggéré
par de récents résultats obtenus indé-
pendamment par G. Liu et al., du
laboratoire de S.L. Shriver, a Cam-
bridge (MA, USA), en collaboration
avec des chercheurs de Stanford [2].
Ces équipes ont en effet postulé que
les immunosuppresseurs couplés a
leur immunophilline spécifique
devaient interagir avec une autre
protéine, véritable cible de Ieffet
immunosuppresseur. Par chromato-
graphie d’affinité, cette autre protéine
a pu étre identifiée a la calcineurine,
unc phosphatase activée par le cal-
cium en présence de calmoduline. Le
complexe immunosuppresseur/immu-
nophilline inactive I’activité phospha-
tasique du complexe calcineurine/cal-
moduline en présence de Ca?*. On
peut donc imaginer que la sous-unité
cytosolique du facteur NFAT néces-
site, pour étre transloquée dans le
noyau, une étape de déphosphoryla-
tion assurée par la calcineurine.
L’inhibition de cette déphosphoryla-
tion serait la cause du blocage de la
translocation nucléaire de cette sous-
unité, et ainsi de la non activation
transcriptionnelle du gene de I'IL-2.
Ce mécanisme reste spéculatif, mais
nul doute qu’il sera, trés rapidement,
infirmé ou confirmé, ce dont nous
informerons nos lecteurs.

[1. Flanaghan WM, et al. Nature
1991 ; 352 : 803-7.]
[2. Liu]J, et al. Cell 1991 ; 66 :

807-15.]
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BBl Hépatite a virus C et trans-
plantation d’organes. Le rdle de
Iinfection par le virus C dans les
hépatites survenant apres transplan-
tation, notamment rénale, est soup-
conné depuis longtemps, mais n’est
pas clairement établi ; il est pourtant
fortement suggéré par !’incidence
encore élevée d’hépatites chroniques
post-transplantation, malgré 1’exclu-
sion des donneurs, porteurs de I’anti-
gene HBs. Pereira et al. (New England
Organ Bank, Brooklin, MA, USA) ont
récemment étudié, de facon rétros-
pective entre 1986 et 1990, I’inci-
dence de ’infection a virus C apres
transplantation, a partir de I’analyse
des sérums de tous les donneurs a la
banque d’organes de Nouvelle-
Angleterre, et de celle des sérums des
receveurs, avant et apres transplan-
tation. Les anticorps anti-virus de
I’hépatite C (VHC) ont été recher-
chés par une technique ELISA de
premiére génération — envers l’anti-
gene c100-3 —, et par un test immu-
nocnzymatique de seconde génération
détectant des anticorps vis-a-vis des
antigénes c100 et 33c ; a également
été recherché, par une technique de

PCR, I'ARN du VHC. Treize
(1,8 %) des 716 donneurs d’organes
avaient des anticorps anti-VHC,

leurs organes (19 reins, 6 cceurs et
4 foies) ayant été transplantés chez
29 receveurs. Une hépatite de type
non A, non B post-transplantation est
survenue chez 14 (48 %) de ces
29 receveurs, c’est-a-dirc avec une
prévalence plus de sept fois supé-
rieure a celle préalablement établie
(6,5 %) a partir de donneurs non
testés vis-a-vis du virus C. Le VHC
était la cause de I’hépatopathie non
A, non B post-transplantation chez
12 des 13 receveurs (92 %), dont les
sérums ont été disponibles pour la
recherche d’anticorps
Ceux-ci ont été détectés par ELISA
dans huit cas, par le test immu-
noenzymatique de seconde génération
dans un autre cas ; ’ARN du VHC
a été détecté dans les trois autres cas.
L’hépatopathie s’est exprimée dans
un délai moyen de 3,8 mois apres la
transplantation, et a évolué vers la

anti-VHC.

chronicité dans 12 des 13 cas. Elle
était plus fréquente (p = 0,04) chez
les sujets ayant recu des préparations
anti-lymphocytaires (globulines anti-
lymphocytaires, globulines anti-
thymocytes et anti-CD3). Deux sujets
sont décédés de leur hépatopathie
dans un délai de dix mois. Ces don-
nées suggerent que l’essentiel des
hépatopathies non A, non B obser-
vées apres transplantation, notam-
ment rénale, est di au virus C :
néanmoins, le nombre de sujets étu-
diés reste trop modeste pour éliminer
définitivement, chez certains rece-
veurs, la réactivation d’une hépa-
tite C existant préalablement a la
transplantation. La conséquence pra-
tique de ce travail est néanmoins
importante : a la banque d’organes
de Nouvelle-Angleterre, la présence
d’anticorps anti-VHC chez les don-
neurs, systématiquement recherchée,
n’est, certes, toujours pas une cause
d’exclusion de ces donneurs, pour ce
qui est des transplantations cardia-
ques, hépatiques ou pulmonaires,
mais en est devenue une, pour ce qui
est des transplantations rénales et
pancréatiques. Des études complé-
mentaires sur une plus grande
échelle, utilisant notamment le test
RIBA (recombinant immunoblot assay)
pour la reconnaissance des anticorps
anti-VHC, seront particulierement
justifiées. Le développement de tech-
niques permettant la détection du
virus a I’échelon des tissus apparait
comme une perspective cliniquement
importante.

[1. Pereira BJG, et al. N Engl | Med
1991 ; 325 : 454-60.]

Les lecteurs intéressés par le débat
actuel sur lexpérimentation animale
liront avec intérét le numéro double
printemps/été (n° 7-8) de la revue
ALLIAGE (Culture-Science-Techni-
que)*, spécialement consacré aux
rapports de I’homme et de I’animal.

* En vente dans les librairies (Diffusion Le
Seuil) ou au siége de la revue : ANAIS, 78
route de St-Pierre de Féric, 06000 Nice,
France. Tél. : 16.93.86.87.93
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