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Résumé

La cyclophiline B (CyPB) est une protéine dont I'origine cérébrale peut provenir d'une
synthese in situ et d'une transcytose a travers la barriere hémato-encéphalique. Afin de
caractériser les cellules cérébrales capables de la synthétiser, 3 lignées cellulaires établies ont
été utilisées. Nous avons ainsi montré que la CyPB est exprimeée de fagon constitutive dans les
cellules neuronales SH-SYS5Y et astrocytaires CCF-STTG1 et est inductible dans la lignée
microgliadle CHMES3. La protéine est sécrétée par les astrocytes traités a la cyclosporine A et
par les cellules microglides aprés un stress oxydatif. Des sites de fixation de type
protéoglycanne ont été caractérises sur les cellules CCF-STTG1 (haute affinité) et SH-SY5Y
(basse affinit€). Ces dernieres expriment, en plus, un récepteur fonctionnel qui permet a la
CyPB d'augmenter |I'adhésion des cellules SH-SY5Y sur collagénes et fibronectine par un
mécanisme intracellulaire renforcant I’ affinité des intégrines de type 1. Cet effet modul ateur
suggéere que la CyPB puisse agir sur la migration cellulaire. La protéine accroit, en effet, la
migration in vitro des cellules embryonnaires de créte neurale de souris. La présence de CyPB
secrétée dans le milieu de culture montrerait un mode d'action autocrine. L'expression
différentielle de la CyPB dans les différents stades et régions embryonnaires indique que la
protéine agirait comme une molécule "facilitatrice" de la migration. Enfin, la CyPB augmente
la croissance neuritique des cellules PC12 de phéochromocytomes en présence de NGF.
L'interaction de la protéine avec un récepteur fonctionnel, caractérisé sur ces cellules, permet
une suractivation des protéines ERKs de la voie des MAP kinases, suggérant que la CyPB
agisse comme un co-facteur stimulateur du NGF. L'ensemble des effets neurobiol ogiques de
la CyPB suppose que la protéine interviendrait dans les processus de régénération neuronale

gréce a ses propriétés pro-inflammatoires et au cours du dével oppement du systéme nerveux.
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Les immunophilines forment une vaste famille d enzymes catalysant |’isomérisation
cistrans des liaisons prolyl (PPlases). Ces protéines sont tres conservées au cours de
I’ évolution et existent dans de nombreuses especes eucaryotes et procaryotes. Ubiquitaires,
elles sont exprimeées dans une grande variété de tissus, de cellules et occupent la plupart des
compartiments subcellulaires. Outre leur activité PPlase, les immunophilines possedent la
propriété commune de fixer des immunosuppresseurs. Selon la nature de ces derniers, les
immunophilines se décomposent en deux familles distinctes : les cyclophilines (CyPs) qui
fixent lacylosporine A (CsA) et les "FK506-binding proteins’ (FKBPs) qui interagissent avec
le FK506 ou la rapamycine. Chacune de ces familles est représentée par un grand nombre
d’isoformes. Ces interactions font des CyPs et des FKBPs les médiateurs moléculaires

privilégiés et spécifiques des effets des immunosuppresseurs.

Le théme de notre équipe de recherche sinscrit dans le cadre général de I'éude
structurale et fonctionnelle des cyclophilines et plus particulierement de la cyclophiline B
(CyPB). Bien que résidente du réticulum endoplasmique et des calciosomes, la CyPB a été
caractérisée dans notre laboratoire dans le lait humain et le plasma. La présence de cette
forme sécrétée a amené I'équipe a étudier les éventuelles interactions avec les ééments
figurés du sang. Deux sites de fixation de haute affinité ont ainsi été caractérisés a la surface
des lymphocytes T: un site protéique (site I) représentant le récepteur fonctionnel de la CyPB
car il permet I'endocytose de la protéine et un site glycosaminoglycanne (GAG) a motif
héparane (site I1). Deux domaines distincts de la CyPB sont impliqués dans ces interactions:
par son domaine catalytique et de fixation de la CsA, la CyPB interagit avec le site | alors

gu'elle sefixe aux sites de type |1 gréace a son extrémité N-terminale.

La CyPB plasmatique est également capable dinteragir avec les plaguettes qui
possedent a leur surface un récepteur de type | et avec les cellules endothéliales bordant le
compartiment sanguin, en particulier, celles des capillaires cérébraux formant la barriere
hémato-encéphalique. Ces cellules expriment le site de type | qui permet I'endocytose de la
CyPB et un site de type GAG de basse affinité. Un modele in vitro de barriere hémato-
encéphalique nous a permis de montrer que la CyPB peut passer |a barriére par un mécanisme
spécifique de transcytose, suggérant que la protéine plasmatique puisse jouer un role dans le

systéeme nerveux central.

1
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Dans le cerveau, la CyPB est relativement abondante et possede deux origines
possibles. par transcytose de la forme plasmatique et par synthése in situ. En effet, les ARNm
de la CyPB ont été détectés dans le cerveau. Cependant, les cellules synthétisant et
éventuellement sécrétant la CyPB n'ont pas encore été identifiées. Disposant de trois lignées
cellulaires établies de type neuronal (les neuroblastoma SH-SY5Y), astrocytaire (les cellules
CCF-STTG1) et microglial (les cellules CHME3), nous avons donc recherché la présence de
la CyPB dans ces trois lignées et étudié sa sécrétion en conditions normales et pathol ogiques.
Nous avons ains montré que la CyPB est exprimée dans les cellules de type neurona et
astrocytaire, avec une abondance plus prononcée dans les astrocytes. Dans des conditions
normales de culture, la protéine n'est pas sécrétée. En revanche, en présence de la CsA, les
cellules CCF-STTGL1 relarguent la CyPB dans le milieu. Enfin, la protéine est exprimée dans

les cellules microgliales apres un stress oxydatif.

La présence de formes extracellulaires de la CyPB nous a amené a rechercher la
présence de sites de fixation de la protéine a la surface de nos lignées cellulaires. Deux types
de sites ont ainsi éé caractérises sur les cellules neuronales SH-SYS5Y: un site de haute
affinité et un site de basse affinité de type GAG. Les parametres de ces sites sont trés proches
de ceux trouvés pour les sites présents a la surface des cellules endothéliales. Les cellules
astrocytaires CCF-STTG1 n'expriment qu'un seul site de fixation de haute affinité et de type
GAG. Enfin, la CyPB peut interagir avec les cellules microgliales mais de facon non

spécifique et avec une affinité tresfaible.

Les réles biologiques de la CyPB, particulierement ceux de la forme sécrétée, sont
encore mal connus. Nos recherches se sont donc orientées sur les effets éventuels de la CyPB
sur trois processus biologiques importants. la prolifération, I'adhésion et la différenciation

cellulaires.

L'utilisation de la thymidine tritiée et de la cytofluorimetrie en flux a permis de
montrer que la CyPB posséde une activité mitogene sur les cellules SH-SY5Y mais non sur
les CCF-STTGL1. Cependant cet effet n'est plus observé si les cellules sont préalablement
adhérées au substrat, suggérant que la CyPB agisse sur les processus cellulaires précoces tels
gue I'adhésion des cellules. La protéine augmente, en effet, jusgu'a 50 % |’ adhésion des SH-
SY5Y sur les collagenes et la fibronectine. La CyPB n’'agit pas comme une protéine de
pontage mais induit un signa intracellulaire en interagissant avec ses récepteurs

membranaires. L’ effet de la CyPB est dépendant des ions bivalents et la présence d’ anticorps

2
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anti-intégrines inhibe I'effet. Ainsi, en interagissant avec son récepteur fonctionnel a la
surface des cellules SH-SY5Y, la CyPB induit un signa intracellulaire qui renforcerait
I’ affinité des intégrines pour leurs substrats et augmenterait, par consequent, I’adhésion des
cellules. La CyPB n’'a aucun effet sur |I’adhésion des cellules astrocytaires CCF-STTGL, ce
qui est en accord avec |’ absence de récepteur fonctionnel aleur surface.

Les cellules PC12 de phéochromocytomes de rat constituent le modéle cellulaire le
plus couramment utilisé pour étudier la différenciation cellulaire induite par le nerve growth
factor (NGF). Se fondant sur I'activité neurotrophique de la CsA, nous avons étudié |’ effet de
la CyPB seule ou complexée a son ligand sur |a croissance neuritique dans les cellules PC12.
Seule, la protéine n’a aucun effet mais en présence de 0,5 ng/mL de NGF, elle augmente de
20 % environ la croissance neuritique. Le complexe CyPB/CsA abolit le phénomene,
suggérant une inhibition réciproque de I'effet des deux composants. Deux types de sites ont
été caractérises a la surface des cellules PC12. 1ls coopérent entre eux pour la fixation de la
CyPB et sont nécessaires a |'effet de la protéine. Enfin, la CyPB agirait sur la croissance des
neurites en potentialisant I’ action neurotrophique du NGF: la voie MAP kinase, notamment
les protéines ERK 1 et ERK 2, qui constitue la principale voie activée par le NGF et impliquée
dans la neuritogenese, est davantage activée en présence du mélange CyPB et NGF (0,5
ng/mL) qu’ avec le NGF seul.

Les processus d'adhésion cellulaire sont primordiaux durant le développement
embryonnaire. Ils interviennent notamment dans la migration des cellules précurseurs du
systéme nerveux, les cellules de créte neurale. Le fait que la CyPB augmente I'adhésion des
cellules neuronales nous a conduit a rechercher I'effet de la CyPB sur lamigration des cellules
de créte neurale d'embryons de souris. Un modéle de migration cellulaire in vitro nous aainsi
permis de montrer que la protéine augmente la migration des cellules de créte neurale sur
fibronectine. Les transcrits de la CyPB sont présents a tous les stades embryonnaires testés
avec une abondance particuliére a E7, stade précédant la migration des cellules de créte. De
plus, ils sont particulierement abondants dans les cellules de créte neurale. La CyPB agirait
comme une proténe "facilitatrice” de migration cellulaire et jouerait donc un réle important

dans |le développement embryonnaire.

L'ensemble de ces résultats suggére un role de la CyPB dans le phénomene de

régénération nerveuse et au cours de |'embryogenése.
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Une partie de ces travaux afait |'objet des publications et communications suivantes.

PUBLICATIONS

A. Publications dans des journaux a comité de lecture

1. Carpentier M., Descamps L., Allain F., Denys A., Durieux S., Kieda C., Cecchdli R.,
and Spik G. (1999) Receptor-mediated transcytosis of cyclophilin B through the blood-
brain barrier. J. Neurochem. 73, 260-270.

2. Allain F., Durieux S., Denys A., Carpentier M., and Spik G. (1999) Cyclophilin B
binding to platelets supports calcium-dependent adhesion to collagen. Blood 94, 976-
983.

3. Allain F., Vanpouille C., Carpentier M., Durieux S., and Spik G. Cyclophilin B
enhances integrin-mediated adhesion of peripherical blood T-lymphocytes to
fibronectin. En préparation pour Proc. Natl. Acad. Sci. USA.

4. Durieux S. Allain F., Slomianny M.C., Benaissa M., Carpentier M., and Spik G.
Comparison of cyclophilin B secretion, binding and biological effects in neuroblastoma

and astrocytoma cell lines. En préparation pour J. Neurochem.

5. Durieux S., Allain F., Carpentier M., and Spik G. Cyclophilin B acts synergisticaly
with nerve growth factor (NGF) in enhancing neurite outgrowth in PC12 cells. Soumis a

J. Neurochem.

6. Durieux S., Nepote V., Allain F., Bourgeois F., Simonneau M., & Spik G. Cyclophilin
B is differentially expressed by neura crest cells and facilitates their migration. En

préparation pour Neuroreport.

B. Publications dans des comptes rendus de congres

1. Durieux S., Carpentier M., Allain F., Descamps L., Cechdlli R., and Spik G. (2000)
Transcytosis of cyclophilin B across the blood-brain barrier and the role of cyclophilin
B in neurona adhesion and proliferation. Immunophilins in the Brain, Ed. Prous
Sciences, Gold B.G., Fischer G. & Herdegen T., pp. 91-100.

2. Allain F., Carpentier M., Denys A., Durieux S., Haendler B., and Spik G. (2000)
Characterization of cyclophilin B binding sites on T-lymphocytes and platelets.
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Immunophilins in the Brain, Ed. Prous Science, Gold B.G., Fischer G. & Herdegen T.,
pp. 221-232.

COMMUNICATIONSORALES

1. Durieux_S., Carpentier M., Allain F., Descamps L., Ceccheli R., and Spik G.
Transcytosis of cylophilin B across the blood-brain barrier and role in neuronal
adhesion and proliferation. 1% Meeting Immunophilins and Brain, 9-11 July 1999,
Schlangenbad, Germany.

2. Durieux S., Allain F., Nepote V., Carpentier M., and Spik G. Effets de la cyclophiline B
sur lamigration et I'adhésion des cellules neuronales. 2°™ Edition des Glycojeunes, 30-
31 mars 2000, Villeneuve d'Ascq, France.

3. Carpentier M., Allain F., Slomianny M.C., Durieux S., and Spik G. Rdle de la
cyclophiline B dans I’adhésion des lymphocytes T & la matrice extracellulaire. 2°™

Edition des Glycojeunes, 30-31 mars 2000,Villeneuve d'Ascq, France.

COMMUNICATIONS PAR AFFICHES

1. Allain F., Durieux S., Denys A., Carpentier M., and Spik G. Cyclophilin B binding to
platelets supports calcium-dependent adhesion to collagen. 26" Meeting of the
Federation of European Biochemical Societies, 19-24 June 1999, Nice, France.

2. Allain F., Carpentier M., DenysA., Durieux S., Haendler B., and Spik G.
Characterization of cyclophilin B binding sites on T-lymphocytes and platelets. 1%
Meeting Immunophilins and Brain, 9-11 July 1999, Schlangenbad, Germany.

3. Allain F., Carpentier M., Slomianny M.C., Durieux S., and Spik G. Réle de la
cyclophiline B dans I'adhésion des lymphocytes T sur la matrice extracellulaire.
Congres Annuel de la Société Francaise d’ Immunologie, 24-26 novembre 1999, Lille,
France.

4. Durieux S., Allain F., Nepote V., Carpentier M., Simonneau M., and Spik G. Effets de
la cyclophiline B sur la migration et |’adhésion des cellules neuronales. XXVIleme
Forum des Jeunes Chercheurs en Biochimie et Biologie Moléculaire, 3-7 juillet 2000,
Reims.
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La CsA et le FK506 sont des immunosuppresseurs couramment utilisés pour prévenir
le rejet de greffe. Outre leur activité immunosuppressive, ces médicaments possedent
egalement des propriétés neuroprotectrices, neurorégenératrices et neurotrophiques, qui font
d'eux de puissants outils potentiels pour le traitement des maladies neurodégénératives ou les
attaques cérébrales.

Les mécanismes daction par lesquels les immunosuppresseurs exercent leurs
propriétés neuronales restent a éclaircir. Ils semblent multiples et complexes. Les récepteurs
spécifiques de la CsA et du FK506 sont, respectivement, les cyclophilines (CyPs) et les
FKBPs qui sont regroupées sous le terme d'immunophilines. Bien que de structure différente,
les CyPs et les FKBPs, qui sont représentées par différentes entités, possedent une large
distribution phylogénétique, tissulaire et cellulaire. Au laboratoire, nous nous intéressons tout
particulierement a I'un des membres de la famille des CyPs, la CyPB. Cette proténe fut la
deuxiéme cyclophiline a avoir été caractérisée, apres la CyPA archétype cytosolique de la
famille et premier récepteur de la CsA a avoir été découvert.

La CyPB est une protéine intracellulaire présente dans le réticulum endoplasmique, le
long de la voie de sécrétion et dans les calciosomes. Néanmoins, au laboratoire, une forme
secrétée de la CyPB a éé mise en évidence dans le lait de femme et dans le plasma
L'existence de cette forme sécrétée a amené notre équipe a éudier les interactions possibles
entre la CyPB et les cellules circulantes. Les membres de I'équipe ont ainsi montré que la
CyPB est capable dinteragir spécifiquement avec les lymphocytes, les plaguettes et les
cellules endothéliales. Un modéle in vitro de barriére hémato-encéphalique (BHE) basé sur la
coculture de cellules endothéliales de capillaires cérébraux de boauf et d'astrocytes a permis de
montrer que la CyPB plasmatique peut traverser la BHE par un mécanisme spécifique de
transcytose. De plus, la protéine se retrouve intacte du coté assimilé cérébral, suggérant que la

protéine puisse jouer un réle important dans le systéme nerveux.

Afin de déterminer les roles éventuels de la CyPB dans le systéme nerveux, nous
avons, au cours de nos travaux de these, utilise, comme modele d'étude, quatre lignées

cellulaires établies, de type:

» neuronal: les neuroblastomes humains SH-SYS5Y et les cellules PC12 de
phéochromocytomes derat,

» astrocytaire: les astrocytomes humains CCF-STTGL,

» microglia: lalignée humaine CHMES.
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Préalablement a I'étude des effets biologiques de la CyPB sur ces cellules cérébrales, nous
avons, dans un premier temps, étudier I'expression et la sécrétion de la protéine par les
cellules SH-SY5Y, CCF-STTG1 et CHMES et, dans un deuxieme temps, rechercher la

présence de sites de fixation de la CyPB ala surface de ces lignées.

» La CyPB est exprimée dans les neuroblastomes et |es astrocytes mais pas dans

les cellules microgliales quiescentes

Dans le cerveau de mammifére, la CyPB et ses transcrits ont été mis en évidence,
indiquant que la protéine est synthétisée in situ (Ryffel et al., 1991 ; Bergsmaet al., 1991). De
plus, le taux de protéine a éé estimé a 5 mg/kg de matiére seche dans le cerveau de boauf
(Galat & Bouet, 1994), suggérant qu'elle soit exprimée en quantité relativement importante.
Les techniques d'immunodétection et de RT-PCR nous ont permis de montrer que la CyPB est
exprimée de fagon constitutive dans les neuroblastomes SH-SY5Y et les astrocytomes CCF-
STTG1 mais pas dans les cellules microgliales CHMES3 quiescentes. De plus, la protéine est
produite en quantité plus importante dans les astrocytes que dans les neurones. Cette
distribution cellulaire différe de celle de la CyPA cérébrale qui est presgue exclusivement
neuronale (Goldner & Patrick, 1996). En effet, lestaux de la CyPA sont nettement plus élevés
dans les neurones que dans les cellules microgliales (Lad et al., 1991) et sont indétectables
dans les astrocytes (Goldner & Patrick, 1996). Ces disparités suggerent que la fonctionnalité
des deux protéines puisse étre différente.

> La CyPB est sécrétée en réponse ala CsA et apres un stress oxydatif

Dans les conditions de culture utilisées, les cellules neuronales et astrocytaires ne
sécrétent pas la CyPB. Sachant que la CsA module I'expression de la CyPA dans les
neuroblastomes humains (Hovland et al., 1999) et induit la sécrétion de la CyPB par les
macrophages (Price et al., 1994), nous avons entrepris d'analyser les effets de la CsA sur les
cellules SH-SY5Y et CCF-STTGL1. En présence de la CsA, les astrocytomes CCF-STTG1
liberent la protéine dans le milieu de culture aprés 24 h d'incubation. Les quantités de CyPB
relarguée sont fonction de la dose en médicament et sont maximales en présence de
concentrations élevées en CsA. Les cellules SH-SY5Y liberent une forme dégradée de la
CyPB apres 72 h dincubation et aux concentrations élevées en médicament, reflétant

probablement un effet toxique du médicament. La CsA potentialise, en effet, I'apoptose des
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cellules SH-SY5Y induite par I'ion N-méthyl-pyridinium (MPP+), composé chimique
entrainant la mort spécifique des neurones dopaminergiques mimant ainsi la maladie de
Parkinson (Fall & Bennett.,, 1998). Contrairement a ces résultats, les astrocytomes
CCF-STTG1 secretent une forme non dégradée de la CyPB, suggérant que cette forme puisse
avoir un réle biologique par la suite. Bien qu'ayant des propriétés neuronales attrayantes, la
CsA, en guantité importante, peut devenir neurotoxique. On peut penser que la CyPB,
secrétée par les astrocytes en réponse a des doses importantes de CsA, pourrait réduire la
concentration du médicament en le piégeant par formation du complexe CyPB/CsA et

contrecarrer ains les effets néfastes du médicament.

Les processus inflammatoires jouent un réle crucial dans le caractére pathogéne des
mal adies neurodéegenératives. Le stress oxydatif est lié a l'installation d'un état inflammatoire
chronique et favorise I'accélération du processus degénératif. Les cellules microgliales sont
rapidement activées apres un stress oxydatif et liberent, en réponse, un certain nombre de
facteurs tel's que des cytokines ou encore des facteurs de croissance. Les cellules de la lignée
CHME3 ont été soumises a un stress oxydatif par I'addition de TNF-a ou du MPP+. La
présence de ces composés induit I'expression de la CyPB dans les cellules CHME3 €t la
protéine est secrétée par les cellules activées par le TNF-a. La CyPB serait donc libérée par
les cellules microgliadles comme une protéine de stress oxydatif au méme titre que les
cytokines pro-inflammatoires libérées dans de telles conditions. Récemment, Jin et al. (2000)
et Liao et al. (2000) ont montré que les CyPs A et B sont sécrétées par des cellules
musculaires lisses aprés un stress oxydatif, confortant ainsi notre hypothése. La CyPB
possede de nombreuses propriétés pro-inflammatoires. sa concentration plasmatique
augmente lors de processus inflammatoires tels que la septicémie ou l'infection par le VIH
(Endrich & Gehring, 1998 ; Tegeder et al., 1997 ; Denys €t al., 1998b). La protéine se fixe
également & la surface des cellules de I'inflammation comme les lymphocytes (Allain et al.,
1994 ; Denys et al., 19984), les plaguettes (Allain et al., 1999) et les neutrophiles (Vanpouille
C., communication personnelle). Enfin, elle augmente I'adhésion des lymphocytes T sur
fibronectine par un mécanisme faisant intervenir les intégrines (Allain et al., communication
personnelle) et des plaquettes sur collagene par des mécanismes dépendant de l'interaction
avec ses recepteurs protéigques et se traduisant par une augmentation de la concentration

calcique cytosolique et I'activation de kinases.
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Le fait que la CyPB puisse étre sécrétée dans certaines conditions et la présence d'une
forme extracellulaire intacte de la protéine aprés transcytose nous a amené a rechercher

d'éventuels récepteurs de la CyPB ala surface des cellules cérébrales.

» La CyPB interagit avec les neuroblastomes SH-SYS5Y et les astrocytomes
CCF-STTG1

La présence de sites de fixation de la CyPB a été recherchée a la surface des trois
lignées cérébrales, les cellules neuronales SH-SYS5Y, astrocytaires CCF-STTG1 et
microgliadles CHMES3. L'utilisation de la CyPB radio-marquée a permis de montrer que la
protéine se fixe spécifiquement aux cellules neuronales et astrocytaires via des sites de
fixation de nature totalement différente, mais pas sur la lignée microgliale. Deux types de
sites ont été caractérisés a la surface des cellules SH-SY5Y: un site de haute affinité peu
représenté et un site de faible affinité fortement représenté. Les paramétres de fixation de ces
sites se rapprochent de ceux trouvés sur les cellules endothéliaes (Carpentier et al., 1999b),
suggérant que le site de haute affinité correspondrait au récepteur fonctionnel de la CyPB et
gue le site de basse affinité serait représenté par des glycosaminoglycannes (GAGS). Le site
de haute affinité est impliqué dans I'endocytose de la CyPB dans les cellules SH-SY5Y,
confortant son role de récepteur fonctionnel. Au laboratoire, nous avons montré que les
récepteurs fonctionnels de la CyPB appelés sites de type | sont impliqués dans I'induction de
processus intracellulaires tels que l'induction d'un flux calcique ou l'activation de kinases
(Allain et al., 1999). La proximité entre les sites de type | et ceux caractérises a la surface des
cellules SH-SY5Y suggére quiil puisse sagir d'une méme famille de récepteurs et que les sites
neuronalix puisse étre associés a des signaux intracellulaires.

Sur les cellules CCF-STTGL, la CyPB interagit avec un seul site de fixation qui
correspondrait & des GAGs. En effet, la néomycine entre en compétition avec la CyPB
radiomarquée pour la fixation sur les cellules astrocytaires. Par ailleurs, le mutant CyPBkkk-,
dépourvu de sa capacité a se fixer aux sites de type Il GAGs, est incapable d'entrer en
compétition avec la protéine radio-marquée. Contrairement aux sites de type GAGs
caractérises a la surface des neuroblastomes, ceux identifiés sur les CCF-STTGL1 se
rapprochent, par les paramétres de fixation, aux sites de type Il trouvés sur les lymphocytes T
(Denys et al., 1998a). Ces sites Il lymphocytaires, représentés par des GAGs sulfateés,

serviraient de réservoir de la CyPB ou interviendraient dans la présentation de la CyPB pour
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son récepteur protéique. De par I'absence de récepteurs protéiques a la surface des cellules
astrocytaires, il semble que les sites glycanniques caractérisés servent davantage a stocker la
CyPB. Comme nous l'avons souligné précédemment, la CsA, a forte dose, devient
neurotoxique. Outre le piégeage du médicament par la CyPB libérée par les astrocytes en
réponse a la CsA, la CyPB séquestrée par ces sites glycanniques de haute affinité pourrait
également piéger la CsA et diminuer ainsi sa concentration.

La présence de récepteurs fonctionnels de la CyPB ala surface des cellules neuronales
SH-SY5Y nous a amené a étudier les effets biologiques de la protéine sur ces cellules. Nous
nous sommes intéressés tout particulierement a trois processus cellulaires primordiaux que

sont la prolifération, I'adhésion et la différenciation cellulaires.

» La CyPB augmentela prolifération et I'adhésion des cellules neur onales

Par incorporation de thymidine tritiée et analyse par cytofluorimétrie en flux, nous
avons montré que la CyPB soluble double environ la prolifération des cellules SH-SY5Y. Un
effet mitogéne a dga éé décrit pour la CyPB sur des cellules embryonnaires de poulet
(Caroni et al., 1991). Cependant, les concentrations de protéine nécessaires a cet effet sont
plus importantes que celles utilisés pour les facteurs mitogenes classiques, suggérant que la
CyPB n'agisse pas comme un facteur de croissance proprement dit mais qu'elle exerce son
effet de maniere indirecte. Allant dans ce sens, I'effet mitogéne de la CyPB n'est plus observé
lorsque les cellules sont préalablement adhérées au substrat, indiquant que la protéine agit sur
des processus cdlulaires précoces en amont de la prolifération cellulaire et plus
particulierement sur l'adhésion des cellules. Pour vérifier cette hypothese, nous avons
entrepris de déterminer les effets de la CyPB sur I'adhésion des cellules SH-SY5Y .

L'utilisation d'une microméthode d'adhésion cellulaire nous a permis de montrer que la
CyPB augmente |'adhésion des cellules SH-SY5Y sur différents types de collagéene et sur
fibronectine. La CyPB n'agit pas comme une protéine de pontage entre les cellules et les
substrats matriciels mais exerce ses effets en induisant un signal intracellulaire apres
interaction avec des sites de haute affinité. L'implication d'un récepteur fonctionnel de la
CyPB dans les effets bénéfigues de la protéine est renforcée par le fait que la protéine n'a
aucun effet sur la prolifération et I'adhésion des cellules CCF-STTGL1 qui sont dépourvues
d'un tel site. Dans une étude antérieure, nous avions montré que la CyPB augmente |'adhésion

des plaguettes via l'induction d'un signal intracellulaire (Allain et al., 1999). En effet,
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I'interaction de la protéine avec ses récepteurs spécifiques plaguettaires induit un flux calcique
extracellulaire et |'activation de kinases. Enfin, nous avons montré que les ions bivalents Mg**
et Mn®*, indispensables & I'activité des intégrines, sont nécessaires a I'effet de la CyPB et que
I'addition d'anticorps anti-intégrines 1 inhibe I'activité de la protéine, démontrant
I'implication des intégrines dans |'effet de la CyPB. De plus, le nombre de molécules
d'intégrines présents a la surface des cellules ne change pas aprés traitement a la CyPB. La
CyPB, en interagissant avec ses récepteurs fonctionnels, induit donc un signal intracellulaire
qui renforce I'affinité des intégrines B1 pour ses substrats matriciels, résultant in fine en une
augmentation de l'adhésion des cellules et, par conséguent, a une augmentation de la

prolifération cellulaire.

» La CyPB facilitela migration des cellules embryonnaires de cr ée neurale

L'adhésion cellulaire joue un rdle crucial dans de nombreux processus biologiques et
en particulier, dans la migration des cellules. La propriété de la CyPB a moduler |'adhésion
des cellules neuronales nous a amené a étudier I'effet de la protéine sur lamigration cellulaire.
En collaboration avec Virginie Nepote et le Prof. Miche Simonneau de ['Unité
Neurogénétique E9935 de I'INSERM a Paris, nous avons utilise un modéle in vitro de
migration de cellules de créte neurale dembryon de souris. Ces cellules, précurseurs de la
plupart des cellules du systéme nerveux, possédent un puissant pouvoir de migration. Les
tubes neuronaux, contenant les cellules de créte neurale, sont placés dans des puits recouverts
de fibronectine, substrat le plus adéquat pour ces cellules, et immergés dans du milieu de
culture contenant des concentrations croissantes de CyPB. Ce modéle nous a permis de
montrer que la CyPB augmente la migration des cellules de créte neurale. Cet effet pourrait
aisément sexpliquer par le fait que la CyPB augmente I'adhésion des cellules neuronales. Par
ailleurs, la fibronectine interagit avec les intégrines via une sequence consensus RGDS. Cette
sequence est également présente dans la CyPB, suggérant que la protéine puisse jouer le réle
de protéine matricielle supportant, et augmentant ainsi, I'adhésion et la migration des cellules.
Lors de nos travaux de thése, nous avons, en effet, observé que la CyPB adsorbée dans les
puits permet une adhésion directe des cellules SH-SYS5Y et ceci en fonction de la
concentration de la protéine a l'instar des autres protéines matricielles. Au laboratoire, la
CyPB a été caractérisée, pour la premiere fois, dans la matrice extracellulaire, confirmant son
réle de protéine matricielle (Allain, communication personnelle).
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Pour approfondir I'étude, les transcrits de la CyPB ont été recherchés dans les
différents stades embryonnaires. La CyPB est exprimée a tous les stades étudiés avec,
néanmoins, des taux plus importants a E7, stade précédent la migration des cellules de créte
neurale in vivo. Par ailleurs, la CyPB est également exprimée le long du chemin de migration
de ces cellules c'est a dire dans les tubes neuronaux, les cellules de créte et dans les cellules
cardiagues avec des taux importants dans les cellules de créte neurale. Enfin, la CyPB est
secrétée par les cellules de créte neurale lors de leur migration. L'ensemble de ces résultats
montrent que la CyPB augmente la migration des cellules de créte neurale sur fibronectine,
probablement en modulant |'adhésion des cellules et qu'elle agirait par un mécanisme

autocrine.

La migration des cellules de créte neurale est finement régulée et implique un grand
nombre de facteurs tels que des facteurs de croissance, des cytokines, des éléments de la
matrice extracellulaire, des chimiokines ou encore des signaux intracellulaires. Par ailleurs, la
force des adhésions est en relation directe avec la concentration de substrat et I’ affinité des
récepteurs. La CyPB agirait comme une protéine "facilitatrice” de la migration cellulaire. En
effet, al'instar des protéines impliguées dans la migration des cellules, la CyPB possede, outre
son effet biologique sur la migration des cellules de créte neurale, une expression
différentielle au niveau des différents stades embryonnaires et des régions impliquées dans le
processus migratoire. Une protéine présentant ces caractéristiques a été décrite récemment par
Tucker et al. (1999). Il sagit de la thrombospondine-1 qui stimule également la migration des
cellules de créte neuraein vitro.

» La CyPB agit de concert avec le NGF pour augmenter la croissance neuritique

L'effet de la CyPB sur la différenciation cellulaire, notamment la croissance
neuritique, a éé étudié sur une lignée cellulaire particuliere qui constitue le modele cellulaire
le plus utilisé pour une telle étude: les cellules de phéochromocytomes de rat PC12. Seule, la
CyPB n'a aucun effet sur la neuritogenese. En revanche, en présence de 0,5 ng/mL de NGF,
elle augmente la croissance des neurites des cellules PC12. L'effet stimulateur de la protéine
est inhibé en présence de CsA, indiquant I'implication d'un site fonctionnel de la CyPB ala
surface de ces cellules. L'utilisation de la CyPB radiomarquée a permis de caractériser deux
types de sites de fixation: un site de haute affinité correspondant tres probablement au

récepteur fonctionnel et un site de basse affinité fortement représenté. Les parametres de
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fixation se rapprochent de ceux des sites de fixation caractérisés a la surface des cellules
endothéliadles et des cellules SH-SY5Y, confortant I'idée de la présence de récepteurs
fonctionnels et de sites de type GAGs. Des expériences de compétition nous ont permis de
montrer qu'il existe une coopération fonctionnelle entre ces deux types de sites: la CyPB doit
d'abord se fixer aux sites de types GAGs avant dinteragir avec ses récepteurs fonctionnels.
C'est la premiére fois que nous montrons une coopération entre les deux types de sites de
fixation de la CyPB. Un tel phénomene de coopération entre un récepteur fonctionnel et un
récepteur de type protéoglycanne a dga éé montré pour le FGF: I'activité biologique du
facteur nécessite sa présentation préalable par les sites GAGs aux récepteurs fonctionnels. Il
est donc concevable de penser que la CyPB, pour exercer son activité, doit d'abord étre
présentée au récepteur fonctionnel par les sites GAGs. |l se peut également que les sites de
type GAGs soient tellement importants a la surface des cellules, masquant ainsi |es récepteurs
fonctionnels, que la protéine, pour atteindre les sites protéiques, doit d'abord se fixer aux
GAGs. Dans tous les cas, la faible affinité des sites de types GAGs permet a la CyPB de se
déplacer facilement vers les sites fonctionnels. Confortant cette notion de coopération
fonctionnelle, I'utilisation de mutants dépourvus de I'un des deux domaines de fixation aux
sites a montré que les deux types de sites sont indispensables a l'effet de la CyPB. Enfin, nous
avons montré gue |'association CyPB/NGF induit une activation des protéines ERK1 et ERK2
de la voie des MAP kinases plus importante que celle induite par le NGF seul. La CyPB
accroit donc la croissance neuritique des cellules PC12 en agissant en synergie avec le NGF,

notamment en sur-activant lavoie des MAP kinases ERK 1/2.

La CsA posséde une activité neurotrophique pour les cellules PC12 en présence de 0,5
ng/mL de NGF (Steiner et al., 1997). Seule, elle n'a aucun effet. D'apres les auteurs, la CsA
augmenterait la sensibilité des cellules au facteur de croissance. Dans notre étude, nous
montrons pour la premiere fois qu'une immunophiline, en I'occurrence la CyPB, accroit la
croissance neuritique des cellules PC12 en agissant en synergie avec le NGF. La CsA peut
moduler I'expression et la sécrétion de certaines cyclophilines. Par ailleurs, la CyPB
intracellulaire est recrutée, apres activation cellulaire, pres de la membrane cellulaire. Sur la
base de ces données, nous pouvons émettre |'hypothese que I'effet du médicament résulterait
en fait de I'activité stimulatrice de la CyPB, recrutée en présence de CsA, sur la croissance
neuritigue. Le FK506 possede également des propriétés neurotrophiques et
neurorégénératrices. Cependant, les modes d'action des immunosuppresseurs restent encore
assez obscurs. Récemment, Gold (1999a) a montré que la FKBP52, et non la FKBP12, est
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impliquée dans la croissance neuritique. |l semble donc que I'élucidation des mécanismes
d'action des effets neuronaux des immunosuppresseurs passe par une meilleure

compréhension des réles biologiques des immunophilines.

» La CyPB agit-elle comme un facteur pro-inflammatoire ?

L'ensemble des résultats obtenus grace aux lignées cellulaires établies, résumé dans la
figure 35 p. 191, suggere que la CyPB puisse agir comme une molécule pro-inflammatoire.
En effet, nous avons montré que la protéine est exprimée et sécrétée par les cellules
microgliales aprés un stress oxydatif et libérée par les cdlules astrocytaires en présence de
CsA. De plus, la CyPB posséde des effets stimulateurs sur I'adhésion, la prolifération et la

différenciation des cellules neuronal es.

Lors des processus inflammatoires observés dans les maladies neurodégénératives ou
lors d'axotomie, les astrocytes et des cellules microgliales sont activés et libérent diverses
cytokines, facteurs de croissance comme le NGF et des protéines pro-inflammatoires comme
le TNF-a. La CyPB possede de nombreuses propriétés inflammatoires qui sont, pour la
plupart, communes aux chimiokines, des petites protéines basiques impliquées dans de
nombreux processus inflammatoires tels que le recrutement des leucocytes, I'adhésion et la
migration cellulaires (Baggiolini et al., 1997). Les chimiokines inductibles sont produites lors
de l'inflammation et leur production est induite par des cytokines pro-inflammatoires, les
interférons et le TNF-a. Dans nos travaux, nous montrons que la CyPB est exprimée et
secrétée lors d'un stress oxydatif par les cellules microgliales et qu'elle augmente I'adhésion,
la prolifération et la neuritogenese des cellules neuronales. Lors de neuropathologies
(maladies neurodégénératives, axotomies, attaques cérébrales), des processus inflammatoires
sinstallent et activent les cellules gliales. La CyPB, sécrétée en tant que proténe de
I'inflammation, peut alors agir en synergie avec le NGF également sécrété dans ces conditions
pour accroitre la neuritogenese mais également agir sur I'adhésion et la prolifération des
neurones. L'ensemble de ces résultats suggerent que la CyPB agirait comme un cofacteur pro-
inflammatoire de la réponse neuro-immunitaire et jouerait un réle important dans la

régénération neuronale.
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> Per spectives

Dans nos travaux de thése, nous avons abordé plusieurs themes tels que I'adhésion, la
prolifération, la migration et la différenciation cellulaires. De maniere a approfondir nos
connaissances concernant les effets stimulateurs de la CyPB sur ces phénomeénes biologiques,
il est important d'éucider les mécanismes d'action cellulaire et moléculaire de la CyPB par

lesquels la protéine exerce ses effets.

2 La CyPB est capable de moduler I'adhésion, la différenciation et la migration
cellulaires. Cependant, les voies de transduction impliquées dans ces phénomeénes restent trés
mal connues. Il est donc important d'élucider les différentes et principales voies
intracellulaires (flux calcique, voies des MAP Kinases, protéines G) par lesquelles la CyPB
exerce ses effets neurobiologiques. par exemple, par quels mécanismes intracellulaires, la
CyPB augmente la migration des cellules embryonnaires ou module I'affinité des intégrines et
sur quels types d'intégrines? Ou encore, quel est le degré dimplication de la voie des protéines
ERK s dans I'effet de la CyPB sur la croissance neuritique ; participation d'autres voies MAPK
telleslavoie P38 ou INK?

2 Au laboratoire, il a été montré que la CyPB interagit avec des protéoglycannes. De
par I'importance de ces molécules dans la matrice extracellulaire (MEC) cérébrale, il est
intéressant de déterminer et de caractériser les interactions possibles entre la CyPB et les
protéoglycannes cérébraux et l'implication de telles interactions dans les phénoménes
d'adhésion, de migration et de différenciation cellulaires. Il sera également intéressant, par la
suite, d'étudier I'effet de la CyPB sur des molécules spécifiques de la MEC cérébrale comme

|atenascine.

2 Afin de confirmer le réle pro-inflammatoire de la CyPB dans e systeme nerveux et
son implication dans les processus de régénération, il reste a étudier, dans un premier temps,
le passage de la CyPB a travers la barriére hémato-encéphalique (BHE) dans des conditions
inflammatoires. les maladies neurodégénératives et la neurotoxicité liee a la CsA sont
caractérisées par des variations de la perméabilité de la BHE. Des cytokines pro-
inflammatoires, notamment le TNF-a, semblent étre impliqués dans les perturbations
pathologiques de la BHE. Le modéle in vitro de BHE, utilisé par Carpentier et al. (1999b),

exposé au TNF-a pourrait nous permettre de savoir si |e passage de la CyPB atraversla BHE
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est accru en conditions inflammatoires et conduit & une accumulation de la protéine dans le
compartiment cérébral.

Au laboratoire, nous avons montré que la CyPB possede une activité chimio-
attractante pour les lymphocytes T (Allain, communication personnelle). Lors des processus
inflammatoires, les cellules microgliales sont rapidement recrutées, par divers facteurs, au site
de l'inflammation. Etant donné que la CyPB posséde de nombreuses caractéristiques
communes aux cytokines, il faudra donc déterminer s la protéine peut agir en tant que

mol écule chimio-attractante vis-a-vis des cellules microglial es.

s Nos travaux de these concernant I'expression et la sécrétion de la CyPB ont été
menés exclusivement sur des modeles cellulaires établis. 1l est donc maintenant important de
vérifier nos résultats dans des systemes se rapprochant des conditions in vivo. L'utilisation de
primocultures de cellules cérébrales et de modéles animaux présentant une dégénération
neuronale ou traités par le MPTP ou la 6-OHDA, neurotoxines chimiques mimant les
pathologies de la maladie de Parkinson, nous permettra d'étudier I'expression et la sécrétion de
la CyPB in vivo dans des conditions neuropathol ogiques. Les travaux réalisés sur des coupes
de cerveau d'animaux sains ou traités par les neurotoxines permettront, en particulier, de
caractériser les cdllules synthétisant in situ la CyPB et de déterminer d'éventuels changements

dans I'expression et/ou lalocalisation de la protéine dans des conditions inflammatoires.

Le systéme nerveux est un tissu unique dont nous ne faisons gu'entrevoir la
complexicité de fonctionnement. Sa formation et sa régénération, phénomenes complexes
et finement régulés, impliguent de nombreux processus et acteurs cellulaires et
moléculaires. Notre contribution a la compréhension et a I'appréciation de ces phénomeénes
Sest limitée a I'éude des effets neurobiologiques d'une protéine particuliére, la CyPB, sur
des lignées cellulaires d'origine cérébrale et des primocultures de cellules embryonnaires.
Néanmoins, nous espérons que nos travaux ouvriront la voie a des recherches plus
approfondies qui permettront de mettre en exergue les roles intrinseques de la CyPB dans

les maladies neurodégénératives et dans le développement du systéme nerveux.
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