Apoptose et ischémie
| cérébrale

Les accidents vasculaires cérébraux, de nature ischémique

pour la plupart, sont une cause importante de mortalité et

1 d'invalidité. Lischémie cérébrale focale induit des mécanis-
mes complexes qui aboutissent a la perte de fonction puis a
la mort du tissu cérébral. Parmi ces mécanismes, 'apoptose,
ou mort cellulaire programmée, bien connue pour son réle du-
rant le développement physiologique, participe a la mort des

A neurones. Cette bréve revue décrit les mécanismes apopto-
tiques induits par I'ischémie cérébrale.
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IB Bogousslavsky Lapoptose, ou mort cellulaire programmée, participe a la mort
neuronale non seulement dans des pathologies neurodégéné-
Drs Lorenz Hirt, Melanie Price ratives chroniques, telles que la chorée de Huntington, la sclé-
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S rose latérale amyotrophique ou la maladie d’Alzheimer, mais
CHUY, 1011 Lausanne aussi dans l'accident vasculaire cérébral.!3 Le but de cette
Lorenz.Hirt@chuv.hospvd.ch bréve revue est de donner au lecteur quelques arguments en

, faveur d’'une mort cellulaire & caractére apoptotique dans l'is-
| chémie cérébrale, en donnant également un apercu des autres
mécanismes impliqués dans la mort neuronale ischémique.
Cerebral ischemia and apoptosis Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont la troisieme cause de mortalité et
Ischemic stroke is an important cause of mor- |3 premiére cause d’'invalidité chez I'adulte dans les pays industrialisés. La gran-
tality and invalidity. Focal cerebral ischemia  jo 1o ité des accidents vasculaires cérébraux (85%) sont de nature ischémi-
induces multiple and complex mechanisms o : . ;
eadinginheTos ofimelion andifie domise. ‘3051 O d’autres termes ils résultent de I'occlusion d’un vaisseau sanguin, le plus
of cerebral tissue. Apoptosis, or programmed ~ Souvent d'une artere, et le défaut d'irrigation sanguine entraine la souffrance puis
cell death, well known for its role in normal de- ~ 1a mort du parenchyme cérébral dans le territoire du vaisseau occlus. Au centre
velopment, is one of these mechanisms, and  de ce territoire la souffrance du parenchyme cérébral est importante, conduisant
contributes to ischemic neuronal death. This  rapidement & une perte de fonction et & une lésion irréversible. Autour de cette
short review gives an overview of apoptotic  [&gjon centrale se situe la zone dite de pénombre ischémique, dans laquelle on
mechanisms triggered by cerebral ischemia. : p gl
observe une souffrance du tissu, avec perte de fonction mais initialement sans
lésion structurelle. Avant I'installation d’une Iésion structurelle, I'atteinte dans la
zone de pénombre est donc potentiellement réversible. La pénombre évolue au
cours du temps. Grande initialement, elle céde la place au fil des minutes et des
heures aprés le début de Iischémie a une lésion structurelle, irréversible.? Le
but de toute intervention thérapeutique est de tenter de sauver cette pénombre,
et plus cette intervention est précoce, meilleures sont les chances de succes. Le
seul traitement de I'accident vasculaire cérébral ischémique dont I'efficacité a
pu étre démontrée chez 'homme est la thrombolyse, dont le but est de restaurer
la circulation sanguine en dissolvant le thrombus qui occlut le vaisseau. Ce trai-
tement est possible dans un délai de trois heures aprés le début des symp-
tébmes par voie intraveineuse,” ou dans un délai de six heures par voie angio-
graphique intra-artérielle.¢
Dans cette zone de pénombre on peut observer une mort neuronale retardée.
Les processus engendrés par I'ischémie sont complexes et multiples, et peuvent
prendre parfois jusqu’a plusieurs heures donnant ainsi plus de temps pour une
intervention (fenétre thérapeutique plus longue).” Les mécanismes de morts neu-
ronales survenant dans la pénombre ischémique peuvent étre étudiés grace a
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des modeles d'ischémie cérébrale focale chez le rongeur
(rat ou souris) ou en culture cellulaire ou tissulaire.*7:8 Ces
mécanismes complexes et étroitement liés entre eux, com-
prennent I'excitoxicité (& savoir la stimulation excessive in-
duite par un excés du neurotransmetteur excitateur gluta-
mate), la mort par radicaux libres, I'inflammation et I'apop-
tose.*? Le manque de substrat énergétique (ATP) résultant
de la carence en apport d’'oxygéne et de glucose conduit &
la perte des gradients ioniques. Le glutamate est relaché, ne
peut pas étre recapté, et se lie aux récepteurs postsynap-
tiques entrainant une entrée et une libération de calcium
intracellulaire. Cette entrée de calcium conduit a I'activa-
tion de nombreuses enzymes calcium-dépendantes, qui
contribuent a la mort cellulaire en dégradant des consti-
tuants essentiels de la cellule (cytosquelette, enzymes) et
entraine la production d’'oxyde nitrique et de peroxynitrite.
La fonction de la chaine respiratoire mitochondriale est éga-
lement altérée, conduisant a la production de radicaux li-
bres, qui vont altérer le fonctionnement cellulaire en atta-
quant les constituants protéiques, lipidiques ainsi que les
acides nucléiques. Les caspases et I'AIF (apoptosis inducing
factor), des molécules exécutant les programmes de mort
apoptotique sont activées.? Linflammation, se déroulant
tardivement comme I'apoptose contribue également a I'ex-
tension de la Iésion.* Dans le laboratoire, il est possible a
I'heure actuelle d’agir sur ces différents mécanismes de
mort neuronale, et de protéger le cerveau, par différentes
stratégies dites de neuroprotection. Des efforts importants
sont mis en ceuvre pour tenter d’obtenir une neuroprotec-
tion chez le patient souffrant d’accident vasculaire cérébral,
pour l'instant sans succes. !0

LAPOPTOSE

Le terme d'apoptose, proposé par Kerr en 1972,!1 dé-
signe un programme de mort cellulaire tel qu’il survient au
cours du développement normal. Les premiéres descrip-
tions de ce type de mort cellulaire remontent au XIXe
siecle,! mais I'intérét pour I'apoptose s’est accru depuis une
quinzaine d’années, en raison de son réle dans nombre de
pathologies humaines, telles que les cancers ou les mala-
dies neurodégénératives. Considéré précédemment comme
le prototype de la nécrose,!? ce n'est qu’en 1993 qu'un
réle de l'apoptose dans I'ischémie cérébrale a été propo-
sé.13-15 ] y a actuellement des arguments histochimiques,
biochimiques et moléculaires en faveur d’'une mort cellu-
laire apoptotique (ou pour le moins apparentée) dans
l'ischémie cérébrale.

Lors d’apoptose, on observe habituellement une mar-
gination de la chromatine, une conservation de I'intégrité
membranaire, une réduction du volume cellulaire, des mito-
chondries d’aspect normal, une fragmentation cellulaire et
une fragmentation internucléosomique de 'ADN (condui-
sant a un motif caractéristique apres électrophorése appelé
«DNA-laddering»). Lors de nécrose par contre, le noyau de-
vient pycnotique, les membranes perdent leur intégrité, il y
a une augmentation du volume cellulaire et un gonflement
des mitochondries, puis une lyse de la cellule et 'ADN est
dégradé.!® Selon son intensité, il a été observé sur culture
cellulaire qu'un méme stimulus pouvait induire soit une
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nécrose ou une apoptose (Bonfoco et coll.,, 1995). Cette
observation s'est avérée vraie également pour I'ischémie
cérébrale, ol une ischémie peu sévere, c'est-a-dire de du-
rée breve, favorisait les traits apoptotiques, tandis qu'une
ischémie plus longue induisait une morphologie davantage
nécrotique.!719 ]| est inhabituel de rencontrer ensemble
les différents traits apoptotiques, a savoir la condensation
de la chromatine, la segmentation nucléaire, la réduction
du volume cellulaire, la formation de corps apoptotiques
dans un neurone adulte aprés une ischémie.2? Par contre
une fragmentation internucléosomique d’ADN typique de
I'apoptose a été rapportée dans plusieurs modeéles d'isché-
mie et plusieurs des mécanismes moléculaires de l'apop-
tose, notamment l'activation d’enzyme apoptotique de la
famille des caspases, jouent clairement un réle dans l'isché-
mie cérébrale (figure 1). C'est pourquoi il est probablement
plus adapté de parler de mort neuronale apparentée a
I'apoptose pour désigner la mort neuronale différée sur-
venant apres une ischémie cérébrale.

Le terme d’apoptose a été utilisé comme un synonyme
de mort cellulaire programmée en raison d’'un déroulement
complexe du processus de mort cellulaire, avec activation
en cascades de mécanismes successifs par opposition a la
nécrose. Toutefois des résultats récents chez la nématode
C. elegans indiquent que la nécrose se déroule selon un
programme tout aussi bien établi, sans activation des cas-
pases, avec activation d’autres enzymes telles que la cal-
paine et la cathepsine.?! La calpaine tout comme les cas-
pases joue un réle important dans I'ischémie cérébrale.22
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Figure |. Ischémie cérébrale et apoptose neuronale
Lischémie cérébrale peut activer dans les neurones la voie mitochondriale
de mort cellulaire apoptotique (représentée ici de fagon simplifiée). Le
cytochrome C est relaché de la mitochondrie, conduisant a I'activation de
la caspase 3, principale caspase effectrice, puis 4 la mort neuronale. Le mito-
chondre relache également 'AIF (ou facteur inducteur d’apoptose), qui
migre dans le noyau et induit lui aussi la mort neuronale.

FRAGMENTATION D’ADN ET ISCHEMIE

La fragmentation internucléosomique d’ADN, en d'autres
termes le clivage de 'ADN entre les portions enroulées
autour des nucléosomes a pu étre observée dans plusieurs
modeles d’ischémie cérébrale focale.!3.14.15.23,24 a techni-
que TUNEL, pour terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
AUTP-biotin nick-end labelling, permettant de détecter ce




genre de fragmentation d’ADN in situ, dans les tissus, a éga-
lement permis de mettre en évidence ce type de dégrada-
tion, particulierement dans la zone de pénombre.!4.15.23,25

LES CASPASES

Les caspases sont une famille de protéases jouant un
role primordial dans I'apoptose, ainsi nommées en raison
de la cystéine contenue dans leur site actif, et en raison de
leur spécificité de clivage, qui survient aprés un résidu
aspartate (cystéine, aspartate, protéase). Douze caspases
sont actuellement connues chez les mammiféres.2¢ Elles
sont activées en cascade. Elles sont synthétisées sous
forme de pro-enzyme, puis clivées protéolytiquement pour
étre activées. La caspase 3 est considérée comme la cas-
pase exécutrice principale. On lui connait un grand nombre
de substrats, notamment la DNAse, la poly(ADP-ribose)
polymérase (PARP), I'actine ou encore la huntingtine. La
caspase 3 est exprimée dans le cerveau de rongeur et elle
est activée apres ischémie cérébrale: son fragment actif
P20 a été détecté par immunohistochimie, et son activité
enzymatique a pu étre détectée par clivage d’un substrat
fluorigénique.?* Apres ischémie, la forme active de caspase 3
est détectée dans des cellules neuronales, et colocalise
avec un marquage TUNEL, confirmant un lien avec I'induc-
tion d’'une mort cellulaire de type apoptotique. Un argument
important en faveur du role des caspases dans I'ischémie
cérébrale est que les inhibiteurs de caspases protégent
contre l'ischémie en réduisant la taille de la lésion et en
améliorant les déficits fonctionnels. Une telle protection a
été obtenue avec des inhibiteurs peptidiques de caspases,
avec administration intra-cérébro-ventriculaire dans diffé-
rents modeles d'ischémie cérébrale.!827.28 Chez la souris,
lors d’ischémie cérébrale focale sévere par occlusion tran-~
sitoire de 'artere cérébrale moyenne pendant deux heures,
I'administration, jusqu’a une heure aprés la reperfusion,
de l'inhibiteur sélectif de la caspase 3 zDEVD.fmk ou de
I'inhibiteur de caspase non spécifique zVAD.fmk permet
d’obtenir une réduction de I'importance des dommages.28
Lors d'ischémie moins sévere, par occlusion de l'artére cé-
rébrale moyenne de trente minutes, les mémes inhibiteurs,
administrés jusqu’a neuf heures aprés la reperfusion, per-
mettent d'obtenir également une protection, le degré de
protection étant meilleur lors d’ischémie 1égére que lors
d'ischémie sévere.!827 || est intéressant de noter qu'un trai-
tement combinant des inhibiteurs de caspases avec un
agent anti-excitotoxique (MK-801) ou avec un facteur neu-
rotrophique (basic fibroblast growth factor, p-FGF) permet d'ob-
tenir un effet additif.2%30 Ladministration de MK-801 ou
de B-FGF permet également de prolonger la fenétre thé-
rapeutique des inhibiteurs de caspases, et vice-versa.29:30
Comme indiqué plus haut, les inhibiteurs de caspases dis-
ponibles actuellement doivent étre administrés localement,
par injection intra-cérébro-ventriculaire, ce qui ne permet
pas d’envisager une application lors d’accident vasculaire
cérébral chez I'étre humain.

De nombreux substrats de caspases sont clivés aprés
ischémie cérébrale. Un exemple intéressant est celui de
PARP. Il s’agit d’'une enzyme détectant la cassure simple-
brin (nick) de 'ADN produite par des radicaux libres. Lac-
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tivation de PARP consomme le substrat NAD (nicotinamide
dinucléotide) conduisant & une déplétion du substrat éner-
gétique ATP, qui peut précipiter la mort cellulaire. Linhi-
bition pharmacologique de PARP ou la délétion du géne
codant pour PARP apporte une protection contre I'isché-
mie.3!32 Par contre, la PARP ou le clivage de PARP par la
caspase 3, ne sont pas nécessaires pour la survenue de
I'apoptose, qui survient normalement chez des souris géné-
tiquement modifiées, déficientes en PARP ou portant une
PARP dont le site de clivage pour la caspase 3 est muté 33-35
Ceci suggéere que le clivage de la PARP par la caspase 3 ne
joue pas un rdle direct dans le déroulement de I'apopto-
se, mais que la PARP elle-méme joue un réle important
dans la mort cellulaire.

Le facteur inducteur d’apoptose (AIF) est localisé dans
I'espace intermembranaire des mitochondries. Lors du pro-
cessus d'apoptose, et en réponse a l'ischémie, il migre
vers le noyau cellulaire, oti il contribue a la dégradation de
I’ADN, sans I'implication de caspases.3¢

PROTEINES DE LA FAMILLES BcL-2

Les protéines de la famille Bcl-2 sont impliquées dans
la modulation de la mort cellulaire. Bcl-2 est un proto-
oncogene découvert dans un lymphome B, et qui promeut
la survie cellulaire. C'est I'équivalent, chez les mammifeéres,
du gene anti-apoptotique Ced-9 de C. elegans.! La famille
Bcl-2 peut étre subdivisée en membres pro-apoptotiques
(Bax, Bad, Bid) et anti-apoptotiques (sous-famille Bcl-2). La
surexpression de Bcl-2, protéine anti-apoptotique, dans des
souris transgéniques améne une protection contre I'isché-
mie.?7 Lexpression de Bcl-2 est aussi modulée par I'isché-
mie, avec une importante diminution d’expression six heu-
res apres une ischémie sévere.38 Les souris déficientes en
Bid, un membre pro-apoptotique, sont logiquement égale-
ment protégées.?? Les protéines de cette famille sont im-
pliquées dans le contrdle d’événements mitochondriaux
de l'apoptose tels que le relachement de cytochrome C.
Le cytochrome C est relaché apres une ischémie et contribue
a l'activation de la caspase 3, principale caspase exécutri-
ce, via l'activation de la caspase 9.! La libération de cyto-
chrome C est réduite chez les souris déficientes en Bid.39

KINASES INTRACELLULAIRES

Les récepteurs aux glutamates activent plusieurs casca-
des de kinases, des systemes de signalisation intracellulai-
re qui modulent la réponse de la cellule au stress, comme
par exemple la famille des MAP kinases (mitogen activated
protein kinase). La kinase Erk par exemple est activée en
réponse a l'ischémie, avec un réle complexe. Il apparait
qu’'une activation modérée résultant d’une ischémie mo-
dérée favorise la survie cellulaire, tandis qu’une activation
marquée en réponse a une ischémie séveére précipite la
mort cellulaire. Une autre kinase, ]NK (pour ¢~jun-N-terminal
kinase) est activée par le stress, et notamment par I'isché-
mie.” Les souris génétiquement modifiées déficientes dans
'une des isoformes de JNK exprimée dans le systéme ner-
veux central, JNK3, sont résistantes a I'excitotoxicité.? Un
inhibiteur peptidique de JNK, hautement sélectif et péné-
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trant les cellules a été développé a Lausanne : D-JNKII.4!
Cette molécule a été testée dans différents modeles d’isché-
mie cérébrale, in vitro et in vivo, et induit une protection
tres importante, méme lors d’administration plusieurs heu-
res apres I'ischémie,”® avec une amélioration fonctionnelle
importante, et une importante réduction de la taille des
lésions. Le degré de protection induit par D-JNKII est plus
important que celui obtenu avec les inhibiteurs de caspa-
ses, plus grand d'ailleurs que la majorité des autres stra-
tégies de neuroprotection dans I'ischémie expérimentale.
Ceci suggere que I'activation de JNK joue un réle plus im-
portant que I'apoptose caspase-dépendante dans I'isché-
mie, et que JNK contribue peut-étre a deux ou plusieurs
voies de signalisation intracellulaire conduisant a la mort.
Cela suggere aussi indirectement que I'apoptose caspase-
dépendante n’est probablement pas le mécanisme primor-
dial de mort neuronale dans I'ischémie cérébrale. Cette
molécule (D-JNKII) fait actuellement I'objet d’études appro-
fondies, dans le but d’aboutir & un traitement neuroprotec-
teur lors d’accident vasculaire cérébral chez I'étre humain.

CONCLUSIONS

De nombreuses voies de signalisation intracellulaire
coexistent favorisant soit la survie, soit la mort neuronale,
parmi lesquelles les mécanismes pro-apoptotiques et c'est
l'interaction de ces différentes voies qui détermine le de-
venir du parenchyme cérébral aprés un AVC. Les domaines
de la plasticité neuronale, de la neurogenése et de régé-
nération sont importants pour la récupération fonctionnelle
apres I'AVC, mais ils ne peuvent pas étre abordés dans le
cadre de cette breve revue, ni d’ailleurs la prévention pri-
maire ou secondaire. Lischémie cérébrale a de trés nom-
breuses facettes. Pour une prise en charge et un traite-
ment optimal des patients, d’'importants progrés restent a
faire. Vu les succes indéniables obtenus par les approches
de neuroprotection dans les modeéles expérimentaux, il
semble probable que la thrombolyse ne soit pas la seule
stratégie pour protéger le parenchyme cérébral, et qu’il y
a un bon espoir d’'améliorer le pronostic des accidents
vasculaires dans les prochaines décennies.

&
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