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m Anti-caspases

et lesions ischemiques :
quelles perspectives
therapeutiques ?
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moléculaires de I'apoptose a ouvert des

perspectives thérapeutiques sans précé-
dent dans le domaine des pathologies neuro-
dégénératives. Parmi ces mécanismes, ceux
impliquant les caspases suscitent I'enthou-
siasme d’un grand nombre de laboratoires aca-
démiques et privés, avec a la clé la définition de
nouvelles stratégies neuroprotectrices pour les
lésions ischémiques.
L’une des avancées majeures de la neurobiolo-
gie au cours de ces 10 derniéres années fut
I'établissement d’un paralléle entre la mort
neuronale développementale et celle observée

I a possibilité de maitriser les mécanismes

dans les pathologies neurologiques de 'adulte.
Durant la période développementale, la neuro-
genése produit des neurones en surnombre,
Une grande partie — parfois plus de la moitié -
de ces jeunes neurones sont éliminés juste
aprés leur différenciation, durant la phase de
structuration des connexions nerveuses, ou
synaptogenése. Cet épurage s’effectue par une
modalité de mort cellulaire codifiée, appellée
mort développementale, mort cellulaire pro-
grammée ou “apoptose”. Dans l'organisme
adulte, 'apoptose est nécessaire a différentes
fonctions physiologiques pour lesquelles une
perte cellulaire est bénéfique, comme la désac-
tivation du systéme immunitaire ou le renou-
vellement de I’épithélium intestinal. A l'inverse,
apoptose est dommageable lorsqu’elle
s’adresse a des populations cellulaires inca-
pables de renouvellement, tels les neurones.

Pour les contenir quasiment tous, I"apoptose
dépasse en complexité I'ensemble des méca-
nismes biologiques connus. Elle représente
une formidable bofte de Pandore dont les
secrets intéressent de nombreuses disciplines
médicales, cancérologie, immunologie, cardio-
logie, hépathologie et neurologie en téte. Qu’il
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s’agisse d’inverser ou au contraire d’amplifier
le phénomeéne, chacune des étapes du processus
apoptotique mobilise une myriade de molé-
cules qui sont autant de cibles thérapeutiques
potentielles. L'apoptose est aussi un phéno-
méne progressif, entrecoupé de moments de
“reflexion” durant lesquels s’opposent les
voies intracellulaires pro- ou antiapoptotiques,
avant que la balance de leurs efforts décide de
la poursuite ou de l'arrét du processus. Cette
progression erratique s’étale sur plusieurs
heures, parfois plusieurs jours, selon la sévé-
rité de I'atteinte cellulaire, ce qui est un atout
majeur dans la définition de stratégies théra-
peutiques dirigées vers des pathologies pour
lesquelles le facteur temps est limitant, comme
les accidents vasculaires cérébraux (AVC).

On sait aujourd’hui que 'apoptose est impliquée
dans la quasi totalité des maladies neurodé-
génératives, qu’elles soient progressives ou
aigués (1) [tableau 1]. Parmi les familles molécu-
laires qu’elle mobilise, deux sont considérées
comme prometteuses pour la définition d’outils
thérapeutiques : celle de Bcl-2 et celle des cas-
pases. Les inhibiteurs de Bcl-2 sont principale-
ment développés dans 'optique d’une limitation
de la prolifération cellulaire dans les cancers.
Alinverse, la recherche sur les caspases analyse
le potentiel thérapeutique de leurs inhibiteurs
pour le traitement des |ésions aigués et progres-
sives du systéme nerveux central.

Tableau I. L'apoptose dans les pathologies neurologiques et les modéles animaux.

Pathologies
Maladie de Huntington

Maladie d’Alzheimer

Maladie de Parkinson

Infections virales
Encéphalopathie spongiforme
Sclérose en plaques

Sclérose latérale amyotrophique
Trauma

Accidents vasculaires cérébraux

Modéles animaux

Administration de toxines
mitochondriales ou d’excitotoxines

Animaux agés, mutations ou délétions
génétiques de type Alzheimer

Infections virales

Prion

Axotomie

Neuropathies du motoneurone
Stress

Trauma

Ischémie cérébrale focale et globale

L’APOPTOSE DANS LES LESIONS ISCHEMIQUES

L’apoptose se distingue des autres types de
mort cellulaire par différents critéres molécu-
laires, dont la fragmentation internucléosomale
de ’ADN. La mise en évidence de ces fragments
fut le premier indice d’une participation de
I'apoptose aux lésions ischémiques. Ils ont été
retrouvés chez ’lhomme (2) ainsi que dans tous
les modéles expérimentaux d’ischémie céré-
brale, et s’observent en particulier aprés isché-
mie globale dans le champ CA1 de ’hippocampe
et dans la pénombre des lésions focales.
L’apoptose étant un processus évolutif, la
pénombre a longtemps été considérée comme
la seule région susceptible de bénéficier d’un
traitement neuroprotecteur, alors que le cceur
d’un infarctus semblait hors de portée théra-
peutique du fait de sa nature nécrotique. De
multiples observations structurales et biochi-
miques remettent actuellement en cause cette
dichotomie. Les neurones présents au ceeur
d’un infarctus comportent en fait certaines des
caractéristiques morphologiques et biochi-
miques de 'apoptose, comme la condensation
cytoplasmique et nucléaire et 'activation de
différentes familles moléculaires, dont celle de
Bcl-2 et celle des caspases (3). Lintégrité mem-
branaire est préservée, alors que les mem-
branes sont dégradées dans la nécrose. Le coeur
d’un infarctus comporte donc des traits apoto-
tiques et serait, au méme titre que la pénombre,
susceptible d’étre protégé par des agents anti-
apoptotiques si 'administration des drogues
pouvait &tre effectuée a temps.

LA MACHINE PROTEOLYTIQUE PARFAITE

Les caspases forment une famille de protéases
(ases) a cystéine (c) qui clivent leur substrats
aprés un résidu aspartate (asp). Elles sont pré-
sentes dans le cytoplasme, le noyau, le reticu-
lum endoplasmique et la mitochondrie de
toutes les cellules nucléées, sous la forme d’un
précurseur inactif qui posséde un prodomaine
ainsi qu’une petite et une grande sous-unités
(figure 1). Aprés double protéolyse, les sous-
unités s’assemblent pour former un hétéroté-

. ) ) L ]
Correspondances en neurologie vasculaire - Vol. V - n° 2 - octobre-décembre 2005 - Vol. VI - n° 1 - janvier-mars 2006 31

|



D O S S I E R T H E M AT I Q U E
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tramére actif. Les caspases possédant elles-
mémes un résidu cystéine sur leur site d’activa-
tion, elles peuvent s’autoactiver ou s’activer

Asp Aip eyt mutuellement en cascades. Ce mode d’action
C X S —LT:(;aspase.5 Inflammation en synergie et en boucles de rétroactivation
Prodomaine  Grande  Petite Caspase-4 Famille de |aca|SpaSE-1 leur confére une redoutable efficacité. Elles
SRS EauE e B (groupe ) peuvent induire, amplifier et exécuter le pro-
Sites catalytiques Caspase-7 cessus de mort par :
ECaspaseG - lactivation de différentes voies proapopto-
Caspase-6 Apoptose tiques ;

Caspase-8 Famille de la caspase-3 ? . ,
—_ Caspase-10 (-2,-3,-7 = groupe Il ; - le clivage direct d’'un nombre de substrats

Caspase-2 +-8,-9,-10 = groupe |1l estimé a plus de 200 ;
Lot - Iinactivation des mécanismes de défense de

Figure 1. Les caspases actives se présentent sous la forme d’un hétérotétramére formé aprés clivage du
zymogeéne aux sites aspartate et réassemblage des sous-unités courte et longue. Elles sont classées
selon leur homologie de séquence et leur séquence préférentielle de clivage en trois groupes : I, Il et I1l.
Les caspases du groupe I, outre leur réle dans ’apoptose, participent aux réactions inflammatoires.
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Figure 2. Les principales voies d’activation des caspases.

Les caspases sont activées en réponse d des stimuli provenant de I’extérieur, voie des récepteurs de
mort, ou de intérieur de la cellule, autres voies. Les caspases apicales, initiatrices des cascades - cas-
pases-8, -11, -12 et -9 — ont pour cible les caspases effectrices - caspases-3, -7, -6 -, mais peuvent égale-
ment jouer un réle d’effecteur en clivant des substrats spécifiques — PARP pour la caspase-8 -, ou un réle
d’amplificateur, activation de Bid par la caspase-8. Les cascades sont entretenues par des boucles de
rétroactivation et sont contrélées par des inhibiteurs, FLIP, Iceberg, IAPs, eux-mémes sous contréle

d’anti-inhibiteurs, Smac/Diablo, Omi/HtrA2.

la cellule ().

On distingue deux voies principales d’activation
des caspases : la voie des “récepteurs de mort”
et la “voie mitochondriale”, qui mobilisent res-
pectivement en position apicale les caspases-8,
-2 ou -10 et la caspase-9 (figure 2). La voie des
récepteurs de mort est activée par la stimulation
des membres de la super-famille de récepteurs
du tumor necrosis factor [TNF] (5). Une fois acti-
vée, la caspase initiatrice enclenche une réaction
en chaine qui inclut les caspases effectrices
situées en aval, mais aussi des substrats spéci-
fiques qui vont soit amplifier le processus apop-
totique en renforcant la voie mitochondriale
[activation de Bid] (figure 2), soit participer
directement au démantélement de la cellule en
inhibant les systémes de réparation de ’ADN (2).
La voie mitochondriale est activée par des
atteintes telles que le stress ischémique/
hypoxique, la privation en facteurs trophiques,
la chimiothérapie ou Uirradiation. Elle se traduit
par la libération cytosolique de molécules nor-
malement contenues dans l'espace intermem-
branaire de la mitochondrie, comme les cas-
pases-9 et -2, AlF (apoptosis inducing factor),
qui induit les premiers clivages de 'ADN, et le
cytochrome c, élément clé de la chaine respira-
toire. Une fois dans le cytoplasme, le cyto-
chrome c est complexé a Apaf-1 et a la procas-
pase-9 dans un ensemble moléculaire appelé
I'apoptosome. La caspase-9 est alors activée et
entraine le clivage d’autres caspases, dont les
caspases effectrices (caspases-3, -6 et -7), qui
vont achever le démantélement cellulaire en cli-
vant leurs propres substrats et en entretenant
les boucles de rétroactivation.
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LES CASPASES DANS LES LESIONS
ISCHEMIQUES

Les premiéres données mettant en évidence
limportance des caspases dans la constitution
des lésions ischémiques proviennent de tra-
vaux fondés sur Uinhibition de leur activité par
des séquences tétrapeptidiques identiques a
leur site préférentiel de clivage (6), ou d’ani-
maux porteurs de modifications génétiques. La
délétion des geénes des caspases est létale
durant la période embryonnaire ou périnatale,
mais les études sont possibles sur les animaux
hétérozygotes qui survivent, et sur des ani-
maux porteurs de mutants dominants négatifs.
L’obtention d’anticorps dirigés contre les pré-
curseurs ou les formes actives des caspases a
par la suite permis d’identifier et de localiser
les cellules qui les contiennent, et de quantifier
I’évolution des clivages. Les caspases actives
s’observent principalement dans les neurones
et les oligodendrocytes, a la fois dans le cceur
et la pénombre aprés ischémie focale, avec des
décours et une amplitude spécifiques a chaque
type d’atteinte. L’expression des caspases par
les astrocytes semble restreinte aux situations
d’ischémie globale.

Nous possédons grace a cet ensemble de don-
nées expérimentales une image dynamique de
la participation des caspases aux lésions isché-
miques de différentes étiologies, substrat sur
lequel se sont développées les approches neuro-
protectrices fondées sur Uinhibition de leurs
activités.

ANTICASPASES : QUELLES PERSPECTIVES
THERAPEUTIQUES POUR LES AV( ?

Bien que ces données soient extrémement
encourageantes, les composés ayant donné
des résultats expérimentaux positifs en
matiére de neuroprotection des AVC sont
légion et, jusqu’a présent, aucune des straté-
gies élaborées sur cette base n’a pu &tre trans-
posée avec succés a la clinique. Ce triste
constat a cependant des explications ration-
nelles, qui n’incombent pas toutes aux
modeéles expérimentaux et dont il convient de

tirer les lecons. Par rapport a ses prédéces-
seurs, 'approche “anticaspase” posséde trois
atouts : le fait que les caspases soient impli-
quées quel que soit le type d’atteinte dés le
début et tout au long du processus apopto-
tique, le fait que la longueur de ce processus
ouvre plus largement la fenétre thérapeutique
et le fait que les caspases puissent &tre inhi-
bées par des séquences tétrapeptidiques
courtes. Cependant, pour permettre une voie
d’apport systémique, les inhibiteurs ont été
administrés en fortes concentrations, ce qui
s’est inévitablement traduit par une perte de
sélectivité pour leur cible et une interaction
avec d’autres protéases a cystéine, affectant
des fonctions cellulaires vitales. On a égale-
ment reproché aux peptides synthétiques le
fait de retarder la mort cellulaire sans la sup-
primer, ou encore le fait que les cellules survi-
vantes soient non fonctionnelles. Pour donner
un exemple de ce dernier point, l'inhibition
des caspases dans un modéle d’ischémie glo-
bale réduit bien la perte neuronale observée
dans le champ CA1 de I’hippocampe, mais
n’annule pas les déficits mnésiques induits
par la lésion (7).

Plusieurs companies pharmaceutiques, dont
IDUN Pharm. Inc., Vertex Pharm. Inc./Serono
et Merck Frosst, se sont attachées a ce pro-
bléme a travers I’élaboration de familles de
peptido-mimétiques de plus petite taille et
dénués d’effets indésirables. La premiére
génération de peptido-mimétiques dévelop-
pés par Merck Frosst (inhibiteur direct tel que
le MF432, ou indirect tel que le MF425) pré-
sentaient encore des problémes de spécificité,
qui semblent avoir été résolus avec les nou-
veaux inhibiteurs réversibles, tel le M826, qui
s’oppose a la caspase-3 avec une bonne sélec-
tivité (IC,, : 0,005 UM, contre 2,1 pour la cas-
pase-8) et est 50 fois plus efficace que le
tétrapeptide z-DEVD-fmk. Une injection intra-
cérébrale unique de M826 réduit de 25 %
(cortex et hippocampe) a 30 % (striatum) les
lésions induites par hypoxie-ischémie chez
’animal nouveau-né (8). IDUN Pharm. Inc. a
développé des peptido-mimétiques irréver-
sibles a large spectre, qui sont actifs dans dif-
férents types cellulaires (9). Vertex Pharm.
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Inc. s’intéressse surtout a la caspase-1 et a
développé des inhibiteurs synthétiques
dipeptidiques, qui font actuellement l'objet
d’un essai clinique de phase Il dans larthrite
rhumatoide (en association avec Avantis), ce
qui est justifié par 'implication de la caspase-1
dans linflammation. Sunesis Pharm. Inc. déve-
loppe pour sa part des inhibiteurs non pepti-
diques qui semblent avoir une sélectivité et
une efficacité intéressantes (10). Le composé le
plus efficace de la série est le 66b, qui pos-
sede un IC,, de 20 nM et une sélectivité pour
la caspase-3 de 500 a 800 fois supérieure a
celle des autres caspases.

CONCLUSION

Les développements récents en matiére de
stratégies a visée neuroprotectrice pour les
AVC montrent qu’une nouvelle ére s’est
ouverte dans la définition des cibles théra-
peutiques. La recherche de composés interfé-
rant avec les mécanismes de dégénérescence
s’est élargie aux voies moléculaires de
’apoptose, en prenant appui sur une somme
de renseignements scientifiques sans précé-
dent du fait de limplication de ces méca-
nismes dans un grand nombre de pathologies,
y compris des pathologies non neurolo-
giques. Des drogues proapoptotiques sont
déja en cours d’utilisation pour le traitement
de certains cancers, et la mise au point de
molécules antiapoptotiques pour des appli-
cations qui incluent les pathologies neurodé-
génératives est d’actualité dans l'industrie.
Les lésions aigués du systéme nerveux central

apparaissent ainsi en bonne position pour
bénéficier d’'une ouverture thérapeutique a
une échéance qu’il est encore difficile de pré-
ciser, mais qui n’appartient plus au domaine
de la fiction.
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