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Le facteur de survie neuronale GDNF

Un nouveau modulateur

de la signalisation sémaphorine

au cours de la navigation axonale

Camille Charoy, Valérie Castellani

Le GDNF : facteur de croissance et

chimioattractant pour les axones

C’est dans le cadre d’études visant a
purifier des molécules sécrétées par les
cellules gliales et capables de promou-
voir la survie neuronale que le facteur
neurotrophe GDNF (glial cell line-derived
neurotrophic factor) a été isolé par N.
Bermingham et ses collaborateurs [1].
La structure de cette petite protéine gly-
cosylée, d’une quarantaine de kDa, I'ap-
parente aux molécules de la superfamille
du TGFP (transforming growth factor [3)
et forme, avec trois autres membres - la
neurturine [NRN], I’artémine [ART] et la
persephine [PSP] - la famille des GDNF.
Le GDNF est exprimé dans de nombreux
tissus de I'organisme comme le foie, le
ceeur, les poumons ou encore les testi-
cules. Dans les systemes nerveux central
et périphérique, il est détecté dans la
plupart des structures cérébrales. Il est
ainsi accessible a de nombreuses popu-
lations de neurones : neurones dopami-
nergiques du mésencéphale ou cellules
de Purkinje, motoneurones de la moelle
épiniere et, en périphérie, neurones sym-
pathiques et neurones entériques dérivés
des crétes neurales [2]. Le GDNF possede
des propriétés biologiques diversifiées :
dans le cerveau adulte, un de ses effets
majeurs est de promouvoir la survie des
neurones dopaminergiques. Il régule
également d’autres aspects importants
de la physiologie des neurones dopa-
minergiques, par exemple en stimulant
la synthese et le turn-over de la dopa-
mine. Dans la moelle épiniére et les gan-
glions périphériques, il exerce des effets
neuroprotecteurs et neurotrophiques
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similaires sur les motoneurones et les
neurones sensoriels. Le GDNF est ainsi
une cible thérapeutique de premieére
importance dans le contexte des mala-
dies neurodégénératives. Il est notam-
ment 'objet d’une attention particuliere
dans la recherche de traitements de la
maladie de Parkinson [3].

Au cours du développement, le GDNF
participe a de nombreuses étapes de la
formation du systéme nerveux. Il régule
la prolifération, la différenciation et la
survie neuronales. Il participe aussi au
controle des migrations cellulaires et a
la navigation des projections neuronales.
On attribuait jusqu’a maintenant au
GDNF un rdle de facteur promoteur de
croissance axonale et de chimioattrac-
tant dans ce processus de formation des
connexions nerveuses, fonctions mises en
évidence lors d’études de navigation des
projections périphériques [2, 4]. C'est en
étudiant les mécanismes de navigation
d’une population d’axones se projetant
dans la moelle épiniére, les projections
commissurales, que nous avons décou-
vert un nouveau role du GDNF.

La navigation des projections axonales
commissurales de la moelle épiniére

La plaque du plancher, un territoire de
cellules gliales situé au bord ventral du
canal central de la moelle épiniére, est
un centre organisateur majeur, a la fois
pour la mise en place des sous-types
neuronaux de la moelle épiniére et pour
la formation des connexions spinales. La
plaque du plancher sécréte des morpho-
genes qui contribuent a définir les iden-
tités des neurones spinaux et qui sont

réutilisés plus tardivement pour orienter
la trajectoire des projections spinales.
C’est par exemple le cas de Shh (sonic
hedgehog) et des Wnt (wingless integra-
tion site), qui jouent des rdles clefs dans
le guidage des projections commissu-
rales [5]. Ces projections émanent d’une
population d’interneurones dorsaux et
sont guidées jusque dans la plaque du
plancher. A ce niveau, elles traversent la
ligne médiane pour se projeter ensuite
sur des neurones cibles situés du coté
opposé a la région de leurs corps cel-
lulaires d’origine. Ces projections font
partie d’un ensemble de circuits, dits
commissuraux ou controlatéraux, qui
permettent I'interconnexion des parties
droite et gauche du systéme nerveux
central assurant ainsi une coordination
et une intégration des informations et
des commandes [6]. La plaque du plan-
cher fonctionne également comme une
barriere, en repoussant les populations
de projections avoisinantes, dites ipsila-
térales, qui sont destinées a innerver des
neurones situés du méme cGté.

Le systéeme des projections commis-
surales est 'un des modeles d’étude
les plus exploités par les scientifiques
pour comprendre les mécanismes qui
controlent la navigation axonale, et
identifier les molécules de guidage
qui sont lues par I'extrémité motile de
I’axone (qu’on appelle le cdne de crois-
sance) et "orientent en direction de
sa cible. De trés nombreux travaux ont
révélé qu’au cours de la navigation des
projections commissurales, les cones de
croissance répondent d une combinaison
de signaux de guidage qui contrdlent
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mécanisme contrélant le
gain de réponse a un signal
répulsif de la plaque du
plancher, la sémaphorine
3B (Sema3B). Ce méca-
nisme module la disponibi-
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est un complexe formé de
deux sous-unités : la neu-
ropiline-2 (Nrp2) qui fixe
le ligand, et la plexine-Al
(PlexAl) qui est recrutée

par la neuropiline-2 pour

Figure 1. Représentation schématique des trois étapes clefs de la navigation des projections commissurales de la
moelle épiniére au travers de la ligne médiane. A. €tape de pré-traversée. Les axones commissuraux des interneu-
rones dorsaux s’orientent en direction ventrale grdce a 'expression de signaux répulsifs dorsaux, et de signaux
attractifs sécrétés par la plague du plancher : les nétrines, Shh et le VEGF. B. £tape de traversée. Une fois la ligne
médiane franchie, les axones acquiérent une réponse a des signaux répulsifs de la plaque : les Slit, les éphrines
et les sémaphorines. Ce mécanisme transforme la plaque, initialement permissive, en un territoire hostile, qui
repousse les axones du cété opposé de la moelle. C. étape de post-traversée. La traversée de la plaque achevée,

les axones commissuraux tournent en direction rostrale grace a des gradients rostro-caudaux de morphogenes

ou molécules de guidage, les Wnt et Shh, et progressent en direction de leur territoire cible.

successivement les étapes clés de leur
trajet : I’étape de pré-traversée, qui
ameéne les axones commissuraux dans la
plaque du plancher ; Iétape de traver-
sée, au cours de laquelle les axones tra-
versent la ligne médiane ; et I"étape de
post-traversée, qui permet aux axones
de sortir de la plaque du plancher et de
tourner longitudinalement pour naviguer
parallelement a la ligne médiane en
direction du cerveau (Figure 1).

Régulation des réponses axonales aux
signaux de guidage

Un des parametres importants de cette
navigation réside dans la régulation
temporelle de la perception des signaux
de guidage présents dans la plaque du
plancher. €n effet, pour que la traversée
de la ligne médiane s’accomplisse, il est
nécessaire que, dans un premier temps,
les axones commissuraux pergoivent
des signaux (signaux attractifs) qui les
attirent dans la plaque du plancher,
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puis, et seulement dans un deuxieme
temps, des signaux répulsifs qui les
repoussent hors de la plaque du plan-
cher et les dirigent dans I’hémi-moelle
opposée. Les principaux acteurs molé-
culaires de ces effets d’attraction et de
répulsion exercés par la plaque du plan-
cher ont été caractérisés. Les nétrines,
Shh et le VEGF (vascular endothelial
growth factor) agissent ensemble pour
attirer les axones commissuraux dans la
plaque, tandis que les Slit, les éphrines
et les sémaphorines entrent en action
deés leur traversée de la ligne médiane
pour repousser les axones hors de la
plaque du plancher [6, 7] (Figure 1).

€n revanche, les mécanismes molécu-
laires qui controlent les variations
séquentielles de sensibilité des neurones
a ces deux types de signaux sont encore
trés peu connus. Par des approches
expérimentales combinant différents
modeles murins et aviaires, des modeles
de cultures de tissus et des techniques

assurer la transduction
du signal Sema3B répulsif
dans le cone de croissance.
Au stade de pré-traversée,
les deux sous-unités du
récepteur sont synthétisées
par les neurones commis-
suraux, mais seule Nrp2
est présente a la surface
du cone de croissance. €n
effet, PlexAl est clivée par
une protéase endogene, la calpaine 1, ce
qui bloque la formation d’un récepteur
fonctionnel et donc la lecture du signal
Sema3B par le cone de croissance. Au
stade de traversée, le cone de croissance
est exposé a des signaux émanant de
la plaque du plancher qui suppriment
I'activité calpaine, et donc le clivage de
PlexAl. La sous-unité parvient a la sur-
face du cone de croissance, ou elle s’as-
socie a Nrp2, conferant une sensibilité
au signal répulsif Sema3B. Nous avons
identifié NrCAM (neuronal cell adhesion
molecule), une molécule d’adhésion de
la superfamille des immunoglobulines,
comme étant un premier signal de la
plaque capable d’inhiber I'activité cal-
paine et de sensibiliser le cone de crois-
sance a Sema3B. Cependant, I'absence de
cette molécule chez "embryon de souris
n’entrainait aucunement le spectre des
défauts des projections commissurales
que I’on pouvait attendre compte tenu
de I'altération du mécanisme de gain de
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Figure 2. Action du GDNF dans le mécanisme de gain de réponse au signal répulsif Sema3B.

A. Mécanisme de désensibilisation. Pendant I’étape de pré-traversée, le corécepteur PlexAl est

clivé par la calpaine 1, ce qui empéche I’assemblage d’un récepteur fonctionnel de Sema3B sur le

cone de croissance. Ce dernier est donc insensible a I'effet répulsif de Sema3B, et entre dans la

plaque du plancher. B. Mécanisme de sensibilisation. Pendant la traversée, le GDNF se lie a son

récepteur NrCAM/GFRaLl porté par le cGne de croissance, et active une signalisation qui inhibe

P’activité de la calpaine 1. PlexAl est alors accessible a la surface du c6ne de croissance, et le

récepteur de Sema3B, devenu fonctionnel, confére au cone de croissance une réponse au signal

répulsif.

réponse a Sema3B ainsi créée. Cela sug-
gérait que le signal majeur de régulation
nest pas NrCAM [8].

GDNF : un régulateur de la
signalisation de la sémaphorine 3B
Nous avons donc cherché a identifier ce
signal, et nous nous sommes intéressés
a GDNF, dont la restriction d’expression
a la plaque du plancher dans la moelle
épiniere en développement est particu-
lierement frappante. Nous n’avons pas
détecté sur les axones commissuraux
les effets chimioattractif et promo-
teur de croissance typiques du GDNF.
€n revanche, nous avons observé, dans
divers modeéles de cultures neuronales,
que le GDNF est capable d’inhiber "acti-
vité de la calpaine 1, et donc de restau-
rer 'expression de PlexAl dans le cone
de croissance des axones commissu-
raux et la réponse répulsive a Sema3B
(Figure 2). De plus, nous avons observé
que Pinvalidation de GDNF chez la sou-
ris génére des défauts de traversée de
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la plaque du plancher qui ressemblent
a ceux qui sont induits par la perte de
la signalisation Sema3B/PlexAl. Ces
défauts étaient toutefois atténués, ce
qui suggérait I"action conjointe du GDNF
et de NrCAM dans I’activation de la
réponse répulsive a Sema3B. Pour valider
cette hypothese, nous avons généré une
lignée de souris dont les genes codant
pour GDNF et NrCAM étaient invalidés :
les défauts de traversée étaient cette
fois aussi proéminents que ceux qu’en-
traine la perte de Sema3B ou PlexAl [9].
Classiquement, le GDNF exerce ses effets
via deux récepteurs de signalisation
principaux : la tyrosine kinase RET (rear-
ranged during transfection) et NCAM.
RET et NCAM recrutent toutes deux
un corécepteur, GFRal (GDNF family
receptor &l), qui augmente I’affinité
de liaison de GDNF et I'activation des
voies de signalisation intracellulaires
[2, 4]. Nous avons observé, par immu-
nomarquages sur coupes et analyse
d’une lignée murine dans laquelle une

étiquette fluorescente a été fusionnée a
RET, que ce récepteur n’est pas présent
dans les axones des neurones commis-
suraux. Au contraire, NCAM et GFRoul ont
été détectés dans les axones aux stades
de pré-traversée, traversée et post-
traversée. L'analyse de la trajectoire
des projections commissurales dans la
lignée murine déficiente pour RET n’a
révélé aucun défaut de traversée de la
plagque du plancher, au contraire de la
lignée mutante pour NCAM, qui reproduit
les défauts attendus d’une perte d’acti-
vité de GDNF. Nous avons également
observé, dans les modeles de cultures
neuronales, que la perte de NCAM et
GFRol, et non celle de RET, compro-
met la mise en place du mécanisme de
gain de réponse a SemalB, c’est-a-
dire Pinhibition de I’activité calpaine,
I’expression de surface de PlexAl et la
réponse répulsive a Sema3B. Ces diffé-
rentes approches expérimentales ont
donc permis de conclure que le média-
teur de GDNF dans ce systeme biologique
est le complexe NCAM/GFRau1 (Figure 2).
Ces résultats permettent d’enrichir la
palette des fonctions du facteur GDNF
et d’identifier de nouveaux intervenants
dans les voies de contrdle de la signali-
sation sémaphorine et les modifications
post-traductionnelles des récepteurs
plexine. PlexAl est un récepteur par-
tagé par de nombreuses sémaphorines,
sécrétées (Sema3A a Sema3G) comme
transmembranaires (Sema5). Outre leur
role lors du développement du systeme
nerveux, les signalisations sémaphorine/
plexine exercent de nombreuses autres
fonctions : elles participent a la for-
mation de nombreux organes et tissus
comme le cceur, le systéme vasculaire
et 'os [10] ; chez I’adulte, elles inter-
viennent dans les fonctions immunitaires
[11]. Laltération de leur expression
ou de leurs propriétés contribue a la
dissémination des cellules cancéreuses,
a la vascularisation des tumeurs, ou
encore a la limitation de la régéné-
ration du systéme nerveux lésé [12].
Cette étude ouvre ainsi des perspectives
thérapeutiques car I’ensemble de ce
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réseau de protéines est impliqué dans
de multiples contextes physiopatholo-
giques. De nouvelles questions se posent
a présent : cette propriété de GDNF est-
elle partagée par d’autres facteurs neu-
rotrophiques ? la régulation de PlexAl
intervient-elle également dans d’autres
récepteurs plexines ? Si tel était le cas,
le spectre d’interactions fonctionnelles
entre ces différentes grandes familles
de protéines en serait élargi. ¢

The neurotrophic factor GDNF, a novel
modulator of the semaphorin signaling
pathway during axon guidance
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Un canal ionique qui protege
la peau de la pression
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> En Iabsence d’ajustements appropriés
de la microcirculation cutanée, la peau
est en danger face a une pression, méme
légere, avec un risque d’escarres impor-
tant. Des processus biologiques parti-
culiers permettent a une peau saine de
résister aux contraintes mécaniques, en
particulier grdce a la capacité de vaso-
dilatation des microvaisseaux de la peau
qui permet I’'augmentation du flux sanguin
cutané lorsqu’une pression faible lui est
appliquée [1]. Cette vasodilatation est
appelée PIV, pour pressure-induced vaso-
dilation.

Les sujets touchés par le vieillissement ou
atteints de diabéte [2, 3] sont privés de
cette PIV et présentent une baisse précoce
du flux sanguin cutané des I'application
de tres faibles pressions, reflétant une
fragilité vasculaire qui peut augmenter le
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risque d’escarres ou de plaies ischémiques
de pression.

Notre objectif était d’identifier un méca-
norécepteur nerveux cutané qui déclenche
la PIV. Les canaux ASIC (acid-sensing ion
channels) [4] sont de bons candidats
pour participer a la transduction méca-
nique dans la PIV, méme si leur r6le comme
mécanosenseur nerveux reste controversé
[5, 6, 12]. Ces canaux appartiennent &
la famille des canaux sodium sensibles
A PPamiloride et des dégénérines (famille
ENaC/DEG) qui comprend entre autres le
canal sodium épithélial (ENaC). ASIC3, une
des trois sous-unités, était un candidat
particulierement intéressant : (1) il est trés
exprimé dans les neurones sensoriels ; (2) il
est présent dans les terminaisons nerveuses
a des sites ou les stimulus mécaniques sont
convertis en signaux électriques ; de plus,
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la mécanosensibilité est altérée chez des
souris déficientes en ASIC3 (knockout)
[71; (3) il est coexprimé avec le CGRP (cal-
citonin gene-related peptide) — un peptide
vasodilatateur indispensable a la PIV [8]
— dans la catégorie des neurones senso-
riels dont certains innervent les vaisseaux
sanguins [9]. Pour toutes ces raisons, nous
avons étudié le role d’ASIC3 dans la PIV et
la survenue des escarres.

Le double role d’ASIC3 dans la
protection contre les lésions induites
par la pression cutanée

ASIC3 détecte les variations de pression
cutanée

Afin de décrire précisément le role du
canal ASIC3 dans la PIV, nous avons étu-
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