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Mieux comprendre le réle des neurotrophines
dans le systeme nerveux
grace a l'invalidation génique

Les facteurs de la famille du nerve
growth factor (NGF), les neurotro-
phines, sont actuellement les plus
étudiées des molécules a activité neu-
rotrophique (m/s n° 7, vol. 6, p. 700;
n°6, vol. 7, p. 630). Cet engouement
est le fait de deux événements simul-
tanés. D’une part, la mise en éviden-
ce de I'existence de molécules a
structure proche de celle du NGF,
qui englobent, dans I’ordre chrono-
logique de leur découverte, le brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) et
les neurotrophines-3 (NT-3), -4/5
(NT-4/5) et -6 (NT-6) (m/s n°1,
vol. 11, p. 145), voir [1]). D’autre part,
I'identification des récepteurs a forte
affinité des neurotrophines comme
appartenant a une famille de récep-
teurs a activité tyrosine kinase du
méme type qu’une oncoprotéine ini-
tialement détectée dans un cancer
du colon, les Trk (tropomyosin receptor
kinase (m/s n° 6, vol. 7, p. 620) (voir
[2, 3]). La diversité des protéines et
de leurs récepteurs a soudainement
bousculé le paysage de I'unique NGF
et de son récepteur a faible affinité,
redessinant et élargissant avec une
surprenante rapidité la carte de leurs
implications physiopathologiques.

Cette rapidité est due en grande par-
tie au développement des techniques
de biologie moléculaire. Pour en
suivre la chronologie (Tableau I), le
BDNF a été caractérisé par une
longue et fastidieuse purification a
partir d’extraits de cerveaux de porc
[4]. Les autres neurotrophines (NT-
3, NT-4/5 et NT-6) ont, en revanche,
€été caractérisées par comparaison de
séquences dans des banques, en pre-
nant appui sur la conservation des
régions entourant les cystéines,

m/s n°8, vol. 11, aout 95

observée entre le NGF et le BDNF.
Faute d’anticorps spécifiques, la loca-
lisation des facteurs a été en grande
partie assurée par des techniques
d’hybridation in situ. Ces techniques
ont également permis d’observer les
variations des contenus en ARNm
dans différents modeéles patholo-
giques, donnant naissance ainsi a
quelques hypothéses fonctionnelles.
Le clonage des ADNc codant pour
les récepteurs a forte affinité a
conduit a la caractérisation de mul-
tiples isoformes, dont les rdles res-
tent a préciser. L'obtention de pro-
téines recombinantes humaines pour
le BDNF et les NT-3, - 4/5 et - 6 a pal-
lié le manque d’une source suffisam-
ment riche comme I'est la glande
sous-maxillaire de souris pour le NGF
et permis d’observer les répercus-
sions d’'un apport exogéne de fac-

teurs. La réalisation d’animaux trans-
géniques, porteurs d’invalidation des
génes des neurotrophines ou de
leurs récepteurs, marque aujourd’hui
une nouvelle étape dans la détermi-
nation de leurs fonctions respectives.
Les résultats issus de ces différents
événements ont progressivement
remis en question plusieurs dogmes.
Tout d’abord, la diversité des fac-
teurs a redistribué des roles fonction-
nels trop multiples pour étre le fait
d’une seule molécule, limitant de ce
fait ceux alloués au NGF. Ensuite,
I'identification du domaine tyrosine
kinase des récepteurs a forte affinité
a permis de préciser la cascade d’évé-
nements intracellulaires induits par
la liaison des neurotrophines. Cette
identification a, en outre, considéra-
blement réduit I’étendue du réle du
récepteur a basse affinité, qui, du

Tableau |
LA SAGA DES NEUROTROPHINES

1951 Découverte du NGF

1962 Purification et séquencage du NGF

1982 Purification du BDNF

1986 Séquencage du récepteur a faible affinité des neurotrophines

1989 Séquengage de 'ADNc du BDNF

1990 Identification de la NT-3

1991 Identification de la NT-4/5

1991 Identification des Trk

1992- Réalisation de souris transgéniques pour le NGF

1993- Réalisation des souris a invalidation dirigée des genes de
neurotrophines ou de leurs récepteurs

1995 Identification de la NT-6
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coup, est une énigme. Enfin, les
exemples répétés de co-expression
des genes des récepteurs a forte affi-
nité et de leurs ligands ont suggéré la
prépondérance, au moins pour le
BDNF, d’un nouveau mode d’action,
paracrine ou autocrine (m/s n°11,
vol. 9, p. 1266), qui s’ajoute au mode
prototypique d’action par transport
rétrograde apres capture par les ter-
minaisons, démontré a I’origine pour
le NGF. Cette hypothése a été confir-
mée derniérement par I'équipe de
Lindsay [5].

La détermination des fonctions res-
pectives des neurotrophines est a
I’évidence le principal enjeu des
études actuelles. Peu de véritables
outils pharmacologiques, sinon
aucun, sont disponibles pour appro-
cher ces fonctions in vivo. A cause du
manque de disponibilité des pro-
téines et de leur faible immunogéni-
cité, les célebres expériences
d’«immunosympathectomie » effec-
tuées grace aux anticorps anti-NGF
par Rita Levi-Montalcini (voir [6]) et
qui ont démontré I'implication du
facteur dans le développement des
neurones périphériques, n’ont pu
étre répétées avec les autres neuro-
trophines. Quelques hypothéses
d’implication dans la protection
contre les atteintes excitotoxiques
ont été suggérées grace a I'élabora-
tion de lignées, modifiées génétique-
ment pour produire et sécréter les
facteurs, que 'on a greffées chez des
animaux adultes. Ces lignées, bien
qu’effectivement sécrétantes, présen-
tent cependant différents problémes,
propres a la régulation du transgéne
ou liés a la transplantation, qui en
ont rapidement limité l'intérét. La
majeure partie des données a donc
été acquise en culture et concerne
principalement I'implication des
neurotrophines dans des mécanismes
tardifs de la neurogenese, tels que
la différenciation et la mort neuro-
nale liée au développement. Pour-
tant, la présence des ARNm du
BDNF etdela NT-3 dés les premiéres
étapes du développement embryon-
naire évoque d’autres types d’impli-
cations et, la encore, les observations
in vitro suggerent des effets mito-
genes ou différenciateurs de ces
deux neurotrophines sur des précur-

s seurs neuronaux (voir [6]).
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Une nouvelle étape vient d’étre fran-
chie par les techniques d’invalidation
génique dirigée contre 'un ou plu-
sieurs des facteurs ou de leurs récep-
teurs [7]. Les souris portant une inva-
lidation du gene de TrkA [trkA (-/-)],
le récepteur a haute affinité du NGF,
montrent des déficiences sensorielles
durant la premiére semaine postnata-
le. Ces déficiences affectent la réacti-
vité aux stimulus nociceptifs, olfactifs
et tactiles, correspondant respective-
ment a une perte d’environ 70 % des
neurones trigéminés et des neurones
sensoriels. Aprés quelques semaines,
les animaux kA (-/-) développent
une symptomatologie particuliére
(pelade, ulcérations épidermiques,
opacités cornéales, anomalies de dif-
férents organes), qui s’accentue avec
I’age. Le ganglion cervical supérieur,
normal jusqu’a la naissance, dégéne-
re rapidement dans les premicres
semaines postnatales. En revanche,
les neurones cholinergiques centraux
ne dégénerent pas chez les souris trk
(-/-), méme si I'innervation choliner-
gique de 'hippocampe et du cortex
est réduite. Aucun dysfonctionne-
ment moteur n’a été observé. Ces
informations corroborent et complé-
tent celles déja connues. En accord
avec de nombreux travaux précé-
dents, le NGF seul est donc nécessai-
re a la survie de certaines popula-
tions de neurones sensoriels et
sympathiques, mais pas de toutes, ce
qui suggére qu’une autre neurotro-
phine, susceptible de se lier a TrkA,
puisse suppléer son absence. Contrai-
rement a ce qui a été longtemps sug-
géré, le NGF n’intervient pas dans la
survie des neurones cholinergiques
centraux, mais il est nécessaire au
développement correct de leur arbo-
risation axonale.

L’invalidation de kB est létale dans
la premiére semaine postnatale par
suite d’'une incapacité des nouveau-
nés de se nourrir. Les anomalies neu-
rologiques que présentent les ani-
maux kB (-/-) incluent une perte
neuronale dans les ganglions trigémi-
nés et le noyau moteur du nerf facial,
ainsi que dans les ganglions noueux
et pétreux, qui sont impliqués res-
pectivement dans la prise de nourri-
ture et le relais d’informations senso-
rielles en provenance des viscéres.
Aucun défaut majeur n’a pour I'ins-

tant été observé dans le systéme ner-
veux central de ces animaux, a
I'exception d’une perte de 30 % des
motoneurones spinaux aux niveaux
L2-L5. Ici encore, ces observations
confirment les données déja
acquises, montrant une implication
du BDNF dans la survie de popula-
tions neuronales périphériques
recouvrant seulement partiellement
celles sensibles au NGF, ainsi que
d’une sous-population de motoneu-
rones. En outre, elles révelent que,
de méme que pour le NGF, le déve-
loppement des autres structures cen-
trales ne dépend pas de ce facteur.
Les animaux portant une invalida-
tion de trkC ont un développement
postnatal normal. Ils présentent
pourtant, peu apres la naissance, des
mouvements anormaux qui provo-
quent une posture incorrecte des
membres postérieurs. Ces modifica-
tions posturales reflétent un défaut
de la proprioception. Les animaux
trkC (—/-) montrent en effet une per-
te importante des afférences muscu-
laires de type Ia et une perte de cer-
tains neurones des ganglions des
racines dorsales, probablement ceux
qui donnent naissance a ces affé-
rences.

Ces techniques d’invalidation géni-
que ont deux limites. D’une part,
I’absence continue de la molécule,
depuis les premiers stades de déve-
loppement, ne permet pas de mettre
en évidence d’éventuelles évolutions
de la sensibilité aux différents fac-
teurs au cours de la vie d’'une méme
population cellulaire. A ce propos,
I'exemple du ganglion trigéminé est
intéressant a rappeler. Ces neurones
présentent un changement de sensi-
bilité aux neurotrophines durant
leur maturation. Dépendants du
BDNF et des NT-3 et - 4/5 au
moment de leur synaptogenése, ils
perdent cette sensibilité pour deve-
nir, par la suite, dépendants du NGF.
Ces neurones disparaissent donc sys-
tématiquement chez les souris por-
tant des délétions des récepteurs a
forte affinité, quels qu’ils soient.
D’autre part, les études in vitro ont
suggéré l'existence de mécanismes
compensateurs des neurotrophines
entre elles, que les invalidations
géniques simples ne permettent pas
d’observer. Différentes populations
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cellulaires portent plusieurs des
récepteurs a forte affinité et leur spé-
cificité pour les différentes neurotro-
phines n’est pas absolue. Cela est
particuliérement vrai dans le systéme
nerveux central, comme le montre
I'absence de perturbations majeures
chez les trois types d’animaux décrits
ci-dessus, ou encore le fait que I'inva-
lidation des génes des neurotro-
phines se traduise par des déficits
moins séveres que celle des génes de
leurs récepteurs.

Une réponse a ce dernier probléme
viendra sans doute de l'association
d’invalidations géniques multiples.
Un premier exemple vient d’étre don-
né simultanément par deux équipes,
avec une invalidation couplée des
genes de la NT4 et du BDNF (8, 9].
Seuls les animaux hétérozygotes survi-

vent a cette double suppression. Les

homozygotes meurent dans les 48
heures qui suivent la naissance, alors
que les homozygotes porteurs d’invali-
dation de I'un ou de 'autre gene se
développent jusqu'a I'dge adulte. En
comparant les déficits observés chez
les mutants invalidés «simples» et
chez les souris BDNF/NT4 (-/-), les
auteurs révelent que, dans le systéme
nerveux périphérique, les neurones
des ganglions sensoriels vestibulaires
et trigéminés requiérent uniquement
le BDNF pour leur survie, alors que
les ganglions noueux et pétreux
contiennent un mélange de popula-
tions sensibles a I'une, a l'autre, ou
aux deux molécules. Dans le systéme
nerveux central, les motoneurones,
spinaux ou a l'origine des nerfs cra-
niens, ne sont pas affectés chez les ani-
maux BDNF/NT4 (-/-). Comme le
nombre de ces motoneurones est
significativement diminué chez les
souris kB (-/-), ces résultats mon-
trent, pour la premiere fois in vivo,
qu'un troisieme ligand de ce récep-
teur, probablement la NT-3, est
capable d’activer TrkB lorsque les
ligands préférentiels font défaut.

La somme de ces travaux réalisés au
cours des toutes derniéres années
montre que, en répondant au
manque de possibilités d’approche
directe in vivo, I'utilisation des tech-
niques de génétique moléculaire
peut permettre d’attribuer a ces dif-
férents facteurs leurs roéles respectifs
dans la physiologie nerveuse B
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