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Unh réle pour la protéine FAN (factor associated
with neutral sphingomyelinase activation)
dans la signalisation de I'apoptose

Liinteraction du TNF avec son récepteur de 55 kDa (TNIF-
RI) joue un role majeur dans le déclenchement des voies de
signalisation conduisant a Uapoptose. Un des mécanismes
maintenant bien connu est le recrutement, par
Uintermeédiaire du domaine de mort du TNF-RI, de
protéines adaptatrices qui elles-mémes recrutent la pro-

plusieurs voies de transduction

du signal qui sont impliquées
dans D'activité antitumorale, la crois-
sance cellulaire et toute une série de
réponses inflammatoires et immuni-
taires (m/s 1997, n°1, p.83). Le TNF
exerce ses effets par I'intermédiaire
de deux récepteurs distincts, I'un de
55 kDa (TNF-RI) et 'autre de 75 kDa
(TNF-R2). Les avancées majeures réa-
lisées dans la compréhension de la
signalisation induite par le TNF-RI
ont été accomplies par I'identification
de domaines cytoplasmiques aux
fonctionnalités distinctes (m/s 1997,
n°1, p.83). En effet, le domaine cyto-
plasmique de TNF-RI est dépourvu
de toute activité enzymatique, et c’est
le recrutement de protéines cytoplas-
miques, appelées protéines adapta-
trices, qui détermine la réponse cellu-
laire a I'interaction ligand-récepteur.
Un motif de 80acides aminés, le
domaine de mort (death domain) situé
dans I'extrémité carboxy-terminale
intracellulaire du TNF-RI, était consi-
déré jusqu’a présent comme indis-
pensable au déclenchement de
I’apoptose induite par le TNF. En
effet, la transmission du signal apop-
totique par le domaine de mort du
TNF-RI implique I'interaction de ce
dernier avec un domaine homologue
de la protéine TRADD (TNI-R associa-
ted death domain protein); TRADD
s’associe a son tour, par son domaine

I e TNF (twmor necrosis factor) active

de mort, a la protéine FADD (fas asso-
ciated death domain) (m/s 1995, n°S8,
p. 1178) qui permet le recrutement de
la pro-caspase-8, ce qui déclenche la
cascade protéolytique des caspases
conduisant a ’apoptose (m/s 1998,
n° 14, p. 9). Des données récentes sug-
geérent qu’'une autre protéine cyto-
plasmique, FAN (factor associated with
neutral-sphingomyelinase activation),
pourrait jouer un role majeur dans le
déclenchement de 'apoptose provo-
quée par I’engagement du TNF-RI.

Interaction du TNF-RI
et de la protéine FAN

Une deuxieme région importante
dans le domaine cytoplasmique du
récepteur TNF-RI est le motif NSD
(neutral sphingomyelinase domain), qui
est capable de lier spécifiquement la
protéine FAN (factor associated with
neutral-sphingomyelinase activation).
Cette protéine a été isolée par la
technique du double hybride en utili-
sant comme appat des séquences
intracellulaires du TNF-RI [1]. FAN
est constituée de 917 acides aminés
soit une masse moléculaire théorique
de 104 kDa. L’analyse de sa séquence
révele la présence, au niveau de sa
portion carboxy-terminale, de cinq
domaines riches en tryptophane et
en acide aspartique (domaines WD).
De tels domaines WD sont présents
dans diftérentes protéines impliquées

caspase 8. Plus récemment, il a été montré que le TNI-RI
interagit avec une autre protéine, FAN, qui active une
sphingomyélinase neutre, déclenchant ainsi une autre voie
de signalisation, la voie sphingomyéline-céramide. Nous
démontrons maintenant que la protéine FAN est impliquée
dans lapoptose induite par les récepteurs TNI-RI et CD40.

dans le controle de cascades de signa-
lisation et facilitent les interactions
protéine-protéine. Dans le cas de la
protéine FAN, ils sont nécessaires a
son interaction constitutive avec le
motif NSD du TNF-RI [2]. Le
domaine effecteur de FAN se localise
dans la partie amino-terminale de la
protéine. En effet, la délétion de
cette région, qui contient un
domaine BEACH (Beige And Chediak-
Higashi) dont la fonction est encore
inconnue, lui confeére une propriété
de dominant négatif (figure 1) [1].

Autres récepteurs interagissant
avec la protéine FAN

Le récepteur TNF-R1 n’est pas le seul
récepteur membranaire qui interagit
avec FAN. Des études d’immunopré-
cipitation nous ont permis de mettre
en évidence l'interaction constitutive
de la protéine FAN avec le récepteur
CD40, un membre de la superfamille
du TNF-RIL. La séquence QETLH du
CD40, qui présente des homologies
avec le motif NSD du TNF-RI, pour-
rait étre impliquée dans cette interac-
tion [3]. Des travaux récents mon-
trent que FAN pourrait aussi
interagir avec d’autres types de
récepteurs, comme certains récep-
teurs couplés aux protéines G. En
particulier, I'incubation d’astrocytes
en présence de THC (A9-TétraHy-
droCannabinol), le principal consti-
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Figure 1. Structure de la protéine FAN. La protéine FAN posséede, au niveau
de sa portion carboxy-terminale, cinq domaines riches en tryptophane et en
acide aspartique (domaines WD), nécessaires a son interaction constitutive
avec le domaine NSD (neutral sphingomyelinase domain) du récepteur | du
TNF (TNF-RI). Le domaine effecteur de FAN, requis pour la stimulation de la
sphingomyélinase (Smase) neutre en réponse au TNF, se localise dans la

partie amino-terminale de la protéine.

tuant actif de la marijuana, favorise le
recrutement de FAN au niveau du
récepteur 1 des cannabinoides (can-
nabinoid receptor 1-CBI1), un récepteur
couplé aux protéines Gi/o [4].

La protéine FAN est nécessaire
a Pactivation

d’une sphingomyélinase neutre
par le TNF

Différentes sphingomyélinases, dont
le pH optimum est soit neutre soit
acide, ont été impliquées dans l'acti-
vation de la voie de signalisation dite
«voie sphingomyéline-céramide ».
Cette voie consiste en I’hydrolyse
transitoire de la sphingomyéline par
une sphingomyélinase, avec produc-
tion de céramide, un second messa-
ger sphingolipidique (m/s 1996,
n°11, p.1219) [5]. La mise en évi-
dence d’une interaction entre la pro-
téine FAN et le motif NSD du TNF-RI
suggere que FAN joue un role dans
I’activation d’une sphingomyélinase
neutre par le TNF [1, 2]. En accord
avec cette hypothese, la surexpres-
sion dans des cellules COS de la pro-
téine FAN sauvage potentialise une
activité sphingomyélinase neutre en
réponse au TNF, tandis que la forme
tronquée, agissant comme un domi-
nant négatif, prévient ce phénomene
[1]. Des études réalisées a partir de
fibroblastes et de thymocytes issus de
souris déficitaires en FAN ont
confirmé le réle de cette protéine
dans le controle de ’activation d’une
sphingomyélinase neutre par le TNF
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[6]. Enfin, la surexpression dans des
fibroblastes humains transformés par
lantigene T de SV40, d'une forme
tronquée de FAN agissant comme
dominant négatif, abolit I’activation
de la voie sphingomyéline-céramide
consécutive a I’engagement du TNF-
RI [7]. Des résultats similaires ont été
obtenus avec les deux autres récep-
teurs connus pour interagir avec
FAN, CD40 et le récepteur 1 des can-
nabinoides.

Role de FAN in vivo

Afin de préciser la fonction de la pro-
téine FAN, I’équipe de Martin
Kronke (Cologne, Allemagne) a pro-
duit des souris dont le géne codant
pour cette protéine a été invalidé par
recombinaison homologue. Les sou-
ris mutantes n’ont pas d’anomalies
du développement ni d’altérations
phénotypiques marquées. Toutefois,
ces souris présentent des anomalies
cutanées, notamment un défaut de
réparation de la barriére épider-
mique, qui sont corrélées avec une
prolifération ralentie des kératino-
cytes. Ceci suggere un role de la pro-
téine FAN dans le contrdle de
I’homéostasie de I’épiderme [6]. I
semblerait que le déficit en protéine
FAN s’accompagne d’autres modifi-
cations phénotypiques. En particu-
lier, la réponse lymphocytaire B
semble altérée chez les souris
mutantes. Cette observation renforce
I’hypothese selon laquelle la protéine
FAN est requise dans la signalisation

par CD40, récepteur impliqué dans
le contrdole de l'activation des lym-
phocytes B.

FAN participe
a la signalisation apoptotique
du TNF-RI et du CD40

Etant donné I'implication potentielle
du céramide dans la signalisation
pro-apoptotique (m/s 1996, n°11,
p.1219) [8], nous avons cherché a
évaluer le role de FAN dans I'apop-
tose provoquée par I’engagement de
CD40 et du TNF-RI. Dans un premier
temps, nous avons montré que la sur-
expression d’'un dominant négatif de
FAN inhibe partiellement ’apoptose
de fibroblastes humains transformés
en réponse au ligand de CD40 [3] et
au TNF [7]. De plus, des fibroblastes
transformés issus de souris invalidées
pour FAN sont significativement
résistants a la toxicité provoquée par
des agonistes spécifiques de CD40 et
du TNF-RI. Enfin, la correction géné-
tique de ces cellules restaure leur
sensibilité vis-a-vis du TNF.

En accord avec ces résultats, le groupe
de David Goeddel (San Francisco,
Etats-Unis) avait montré que la délé-
tion d’'une région du TNF-RI conte-
nant le motif NSD diminue d’environ
50 % Veffet toxique du TNF, alors que
la délétion du domaine de mort pré-
vient complétement ce phénomene
[9]. Il semble que le domaine de mort
soit certes nécessaire mais pas suffi-
sant pour transmettre pleinement la
toxicité induite par le TNF. Il apparait
que la signalisation pro-apoptotique
déclenchée par la liaison du TNF a
son récepteur TNF-RI résulte de
I’association de signaux émanant
d’'une part du domaine de mort et
d’autre part d’'une voie dépendante
de l'interaction de FAN avec le motif
NSD.

FAN et P’activation des caspases

Il semble que FAN agisse en amont
de I'activation des caspases initiatrice
et effectrice de I'apoptose, les cas-
pases 8 et 3, respectivement. En effet,
dans des fibroblastes transformés, les
cinétiques d’activation des caspases 3
et 8 sont similaires. Ceci suggére que
la caspase 8 n’est probablement pas

située a I'apex de la cascade protéoly- m—
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tique mais pourrait étre clivée de
facon indirecte. En outre, la surex-
pression d’'un dominant négatif de
FAN ou l'absence de cette protéine
prévient I'activation des caspases 3 et
8 consécutive a I’engagement du
TNF-RI. Ce processus semble lié a
une inhibition de la libération du
cytochrome ¢ de la mitochondrie vers
le cytosol. A cet égard, on peut aussi
souligner que la surexpression de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2
inhibe la protéolyse des caspases 3 et
8 induite par le TNF, suggérant un
role essentiel de la mitochondrie
dans le déclenchement de la cascade
des caspases. Ainsi, la transmission
du signal apoptotique en réponse au
TNF indiquerait que les fibroblastes
transformés se comporteraient
comme des cellules de type II selon
la classification établie par le groupe
de Marcus Peter (Chicago, Etats-
Unis). Ce dernier avait en effet mon-
tré que I'activation de Fas, un autre
récepteur contenant un domaine de
mort, pouvait déclencher deux voies
distinctes de signalisation de 1'apop-
tose, une voie indépendante (cellules
de type I), et une autre dépendante
des mitochondries (cellules de type
II) [10].

Les mécanismes moléculaires par
lequels FAN provoque la libération
du cytochrome c restent a élucider.
La production de céramide due a la
stimulation d’une sphingomyélinase
neutre sous le controle de FAN,
pourrait étre impliquée (figure 2) [7].
En effet, de nombreuses études sug-
gerent que les seconds messagers
sphingolipidiques, céramide et sphin-
gosine, participent a 'induction de
I’apoptose wvia I'activation des cas-
pases par un mécanisme dépendant
du relargage du cytochrome ¢ dans le
cytosol [11].

Toutefois, nous n’excluons pas I’exis-
tence d’'une autre voie de signalisa-
tion pro-apoptotique controlée par la
protéine FAN et indépendante de la
voie sphingomyéline-céramide. En
particulier, la protéine FAN pourrait
favoriser le recrutement successif des
protéines TRADD, FADD et de la
pro-caspase 8 au niveau du domaine
de mort du TNF-RI (figure 2). Cepen-
dant, différents arguments expéri-
mentaux vont a I'encontre de cette

s hypothése. En effet, I'activation de
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Figure 2. Réle de Ila protéine FAN dans la signalisation pro-apoptotique du
TNF-RI. La protéine FAN, requise pour l'activation de la SMase neutre en
réponse au TNF, participe a la signalisation pro-apoptotique induite par cette
cytokine. Le céramide, produit probablement au niveau du feuillet interne de
la membrane plasmique, pourrait contribuer a la libération du cytochrome ¢
dans le cytosol et a I'activation consécutive des caspases d’exécution. DM :
domaine de mort; NSD: neutral sphingomyelinase domain,; TRADD: TNF
receptor associated death domain protein,; FADD: Fas associated death

domain; SM: sphingomyéline.

certaines voies de signalisation par le
TNF, décrites comme dépendantes
de linteraction du TNF-RI avec les
protéines TRADD (activation de NF-
KB) [12] et FADD (activation de la
sphingomyélinase acide) [13], ne
semblent pas altérées dans les cel-
lules qui surexpriment un dominant
négatif de FAN ou dans les cellules
déficitaires en FAN [1, 2, 7].

En conclusion, les diverses données
expérimentales attestant un role de
la protéine FAN dans la régulation
de la prolifération et de la mort cel-
lulaire programmée suggeérent une
implication potentielle d'une sphin-
gomyélinase neutre et des sphingoli-
pides dans le controle de ces proces-
sus biologiques. La caractérisation de
cette sphingomyélinase neutre dont
I’activité est contrdlée par FAN
contribuera a déterminer les fonc-
tions réelles de cette phospholipase a

I’échelle moléculaire, cellulaire et
intégrée. D’autre part, une étude
plus approfondie du phénotype des
souris déficitaires en FAN devrait per-
mettre de clarifier le role physiolo-
gique de cet adaptateur et de la
sphingomyélinase neutre, notam-
ment dans le controle de la réponse
Immune ®
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EEE L’obésité nutritionnelle vain-
cue par FOXC2. La recherche
intensive des cibles moléculaires
pouvant contribuer a enrayer 1’obé-
sité et le diabete de type II, vient de
révéler un nouvel acteur du méta-
bolisme énergétique. Il s’agit de
FOXC2, un facteur de transcription
de type winged-helix-forkhead [1]. Plu-
sieurs membres de cette famille
sont homologues du géne DAF-16,
maillon final d’une voie de signali-
sation similaire a celle de I'insuline
chez C elegans [2]. Le fait que
FOXC2 soit exprimé spécifique-
ment dans les adipocytes a conduit
les auteurs a analyser sa fonction in
vivo chez des souris transgéniques
sur-exprimant le géne dans les tissus
adipeux blanc et brun. Le phéno-
type obtenu associe diminution du
poids du tissu adipeux blanc et aug-
mentation de celui du tissu adipeux
brun, sans modification de la prise
alimentaire. Ceci s’accompagne
d’une réduction des triglycérides et
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des acides gras circulants, ainsi que
de la glycémie et de I'insulinémie.
En bon accord, les tests de tolé-
rance au glucose indiquent une
amélioration de la sensibilité a
I’insuline chez les souris transgé-
niques, particulierement sous
régime riche en graisse. En outre, la
diminution du rapport [gain de
poids/prise alimentaire] démontre
que lefficacité métabolique de la
nourriture est diminuée. Ainsi, le
facteur FOXC2 peut étre considéré
comme un gene de «dépense», a
I'opposé des genes «d’économie »
(thirfty genes pour les Anglo-Saxons).
Une analyse du profil d’expression
génique révele que la sur-expres-
sion de FOXC2 induit celle de la
protéine découplante UCP1 [3] et
du co-activateur PGCI1, impliqué
dans la fonction et la biogeneése
mitochondriale (m/s 2000, n°6-7,
p. 832). Cela se traduit par une aug-
mentation du nombre des mito-
chondries et de la consommation

en oxygeéne du tissu adipeux. De
plus, FOXC2 entraine une sensibi-
lité accrue aux stimulus adréner-
giques lipolytiques, en augmentant
I'expression des récepteurs B-adré-
nergiques et la sensibilité de la PKA
a ’AMPc. Fait particulierement
intéressant, FOXC2 est induit par le
régime gras et pourrait donc, phy-
siologiquement, favoriser la résis-
tance a ’obésité nutritionnelle en
dissipant I’exces d’énergie ingérée.
Ce systeme serait-il déficient chez
certains individus ? Comment I'acti-
ver ou le réactiver ? Autant de
points qui ne resteront certaine-
ment pas longtemps sans réponse, si
toutefois FOXC2 s’exprime aussi
dans le tissu adipeux humain.
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